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 1  
1 Einleitung  
 
1.1 Bedeutung genetischer Variationen in der Pharmako-
therapie 
Die Arzneimittelforschung hat sich insgesamt durch die Pharmakogenetik deutlich ver-
ändert. Der Begriff der Pharmakogenetik wurde Ende der 50iger Jahre des letzten Jahr-
hunderts durch den Humangenetiker Friedrich Vogel und Arno Motulsky bekannt. Zuvor 
wurde in den 20iger Jahren des letzten Jahrhunderts durch Sir Archibald Garrod die Mög-
lichkeit in Betracht gezogen, dass aufgrund angeborener Variation Krankheiten entstehen 
können und nach der Einnahme von Fremdstoffen unerwartete Wirkungen auftreten kön-
nen (Jaehde, 2010). Die Pharmakogenetik befasst sich unter anderem mit der Frage, wel-
che Auswirkungen erbliche Varianten eines Gens auf die Biotransformation von Arz-
neistoffen im menschlichen Organismus herbeiführen können. Es hat sich herausgestellt, 
dass neben den Faktoren wie Alter, Geschlecht oder Organfunktionen sowie Interaktio-
nen mit weiteren Arzneimitteln auch die genetische Variabilität einen wesentlichen Ein-
fluss auf die Biotransformation von Arzneistoffen im menschlichen Organismus hat. Ge-
netische Polymorphismen können demnach zu einer Veränderung sowohl der Pharmako-
kinetik als auch der Pharmakodynamik führen. Der resultierende pharmakologische Ef-
fekt kann sich in der Wirkung und Toxizität des Arzneistoffs zeigen. 
Erbliche Variationen im menschlichen Genom treten in verschiedenen Formen auf. Der 
Austausch eines einzelnen Nukleotids (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) ist die am 
häufigsten vorkommende Variante im Genom des Menschen. Die Anzahl an SNPs im 
menschlichen Genom wird auf ca. 12 Millionen (HapMapConsortium, 2005) geschätzt. 
Als Polymorphismen werden diejenigen Sequenzvarianten bezeichnet, die sich in einer 
Population mit einer Häufigkeit von mehr als 1% zeigen. Ist dies nicht der Fall, spricht 
man von einer Mutation oder einer seltenen Variante. Unter den Wissenschaftlern ist man 
sich hinsichtlich des Begriffs der Mutation jedoch nicht einig, vielfach wird der Begriff 
der Mutation speziell für die Situation verwendet, dass Varianten im Erbgut während des 
Lebenszyklus eines Organismus neu auftreten. 
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Deletionen und Insertionen treten mit einer Häufigkeit von unter einer Million auf. Eine 
weitere Form angeborener erblicher Variation ist die CNV (engl.: copy number varia-
tions), die für eine Deletion und Duplikation größerer Abschnitte im Genom (1000 Ba-
senpaaren bis hin zu mehreren 100.000 Basenpaaren) steht. Polymorphismen zeigen nicht 
nur einen Einfluss auf die Aufnahme oder der Wirkungen eines Arzneistoffs auf den Or-
ganismus. Sie können insbesondere bei der Vorhersage der therapeutischen Wirkung und 
der Vorhersage eventueller individueller Risiken eines Arzneistoffs eine Rolle spielen 
(Evans and McLeod, 2003). Genetisch bedingte Polymorphismen finden sich nicht nur in 
den Genen, die Transportproteine kodieren, sondern auch beispielsweise in den Genen 
für die Enzyme, die beim Metabolismus von Arzneistoffen eine bedeutende Rolle spielen 
(Brockmoller and Tzvetkov, 2008). Hinweise auf interindividuelle Unterschiede der me-
tabolischen Aktivität und auf Polymorphismen finden sich bei fast allen Enzymen der 
Phase I- sowie Phase II-Reaktionen. Bereits Untersuchungen in den siebziger Jahren zeig-
ten dies eindrucksvoll am Beispiel der Spartein-/Debrisoquin-Metabolisierung. Dabei 
zeigte sich in den Studien zu den damals aktuellen Medikamenten Spartein und Debriso-
quin, dass bei dem Isoenzym CYP2D6 der Großteil der Menschen eine typische hohe (ca. 
55%) oder intermediäre (ca. 30%) Aktivität aufwiesen wohingegen ein niedriger Prozent-
satz der Menschen ultraschnelle Metabolisierer (UM; „extensive“, bei den meisten euro-
päischen Bevölkerungen ca. 3%) oder langsame Metabolisierer (PM; poor metaboliser, 
bei den meisten europäischen Bevölkerungen ca. 10%) waren. In den weiteren Untersu-
chungen zeigte sichdass Patienten mit einer niedrigen Metabolisierungsrate für Debriso-
quin sowie Spartein eine Vielzahl von Arzneistoffen, bei denen CYP2D6 an der Metabo-
lisierung mitwirkt, mit geringer Geschwindigkeit eliminieren (Eichelbaum et al., 1975; 
Mahgoub et al., 1977). Ebenso können genetische Polymorphismen in Transportprotei-
nen deren Expression oder Substrataffinität beeinflussen. Dadurch können sich die Ab-
sorption, die Verteilung sowie die Elimination des Arzneistoffs verändern. Genetische 
Polymorphismen können ausschlaggebende Auswirkungen auf die pharmakokinetische 
Variabilität von Arzneistoffen haben (Koepsell et al., 2007; Lynch and Price, 2007; 
Sachse-Seeboth et al., 2009). Für die Entstehung von Krankheiten spielen angeborene 
erbliche Variationen eine besondere Rolle. Dieses Gebiet wird heute oft auch als geneti-
1. Einleitung  
3  
sche Epidemiologie bezeichnet. Ein Beispiel dafür ist die Sichelzellanämie. Die Sichel-
zellanämie ist eine Erkrankung der roten Blutkörperchen, den Erythrozyten. Dabei liegt 
eine Punktmutation am Chromosom 11 an Codon 6 der β-Globin-Untereinheit des Hä-
moglobin vor, wobei es zu einem Austausch der hydrophilen sauren Aminosäure Gluta-
minsäure gegen die hydrophobe Aminosäure Valin kommt. Dies führt zu einer Verände-
rung der Form der Erythrozyten, die sich sichelförmig verformen, sich in den Kapillaren 
ansammeln und dort lysieren. Dabei kommt es zum Austritt von Hämoglobin, des En-
zyms Araginase sowie freier Sauerstoffradikale aus den Erythrozyten. Das ausgetretene 
Hämoglobin bindet stark an Stickstoffmonoxid. Das Enzym Araginase wandelt Stick-
stoffmonoxid in Nitrat und Nitrit um. Dadurch kommt es zu einer geringeren Konzentra-
tion an Stickstoffmonoxid, das wiederum als Vasodilator in den Gefäßen und Kapillaren 
wirkt. Dies wiederum führt zu Durchblutungsstörungen und Gefäßverengungen, Milzin-
farkt, Nierenversagen bis hin zum Herzversagen beim Patienten (Estler, 2006; Mutschler, 
2013). Homozygote Träger der Sichelzellanämie zeigen eine weitaus höhere Ausprägung 
der Erkrankungen als heterozygote Träger. Patienten, die eine Sichelzellanämie aufwei-
sen, zeigen hingegen einen gewissen Schutz gegen die Malariaerkrankung (Ferreira et al., 
2011). 
 
1.2 Pharmakokinetik von Arzneistoffen 
 
Alle nachfolgenden Erläuterungen zur Pharmakokinetik sind aus folgender Literatur: 
(Estler, 2006; Langner, 2011; Mutschler, 2013; Thews, 1999). Die Pharmakokinetik be-
schreibt die Veränderung der Konzentration eines Arzneistoffs in unterschiedlichen 
Kompartimenten eines Organismus in Abhängigkeit von der Zeit. Sie kann durch vier 
Prozesse beschrieben werden, die unter dem Akronym ADME (Absorption, Verteilung, 
Metabolisierung und Elimination) zusammengefasst sind. Dabei unterteilt man in In-
fluxtransport, Phase I-Metabolismus, Phase II-Metabolismus und Effluxtransport. Der 
Phase I-Metabolismus umfasst die oxidativen und reduktiven Reaktionen, wohingegen 
unter dem Phase II-Metabolismus die Konjugationsreaktionen fallen. Der Influxtransport 
in die Zelle erfolgt  durch Wasserporen, passive Diffusion, Ionenkanäle sowie durch SLC-
Transporter, auch solute carrier genannt. Letztere benutzen in einigen Fällen die von AT-
Pasen geschaffenen Substanzgradienten. ATPasen hydrolysieren an der Innenseite der 
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Membran ATP zu ADP und Phosphat. Die daraus entstandene Energie wird für den akti-
ven Transport der Substanz gegen das Konzentrationsgefälle durch die Membran genutzt. 
Für den Effluxtransport sind ABC-Transporter zuständig, die für ihre Aktivität Stoff-
wechselenergie in Form von ATP verbrauchen. Ihren Namen tragen sie aufgrund ihrer 
ATP-bindenden Kassetten (ATP-binding cassette). Sie befördern Substanzen aus dem In-
neren einer Zelle in den Extrazellulärraum. Die Transportvorgänge Influx und Efflux kön-
nen gegensätzlich sein, laufen aber in der Regel abgestimmt ab. Die Abbildung 1-1 stellt 
die schematische Darstellung der Prozesse in einer Zelle dar. Dabei gelangt der Arz-
neistoff in die Zelle, wird beispielsweise an seiner aliphatischen Kette oxidiert und an-
schließend mit aktiviertem Sulfat konjugiert und aus der Zelle befördert.  
 
Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Prozesse in einer Zelle 
Um aufgenommen, metabolisiert und ausgeschieden zu werden und um eine Wirkung im 
menschlichen Organismus auszulösen, müssen viele Arzneistoffe in die Zellen gelangen. 
Die Mehrzahl der Medikamente wirkt außen auf die Zelle, ein kleiner Teil der Medika-
mente greift an interzelluläre Rezeptoren an. Für die Resorption, die Verteilung und auch 
die Elimination ist die Penetration durch Membranen unausweichlich. Eine besondere 
Rolle dabei spielen Zellmembranen. Die Möglichkeit eines Arzneistoffs Zellmembranen 
zu passieren, bestimmt zunächst seine Fähigkeit, an den Zielort zu gelangen, metabolisiert 
oder ausgeschieden zu werden. Zellmembranen bestehen überwiegend aus Lipiden und 
Arzneistoff OH Arzneistoff O-SO3H 
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Proteinen. Nachdem Arzneistoffe die Zellmembran durchdrungen haben, werden sie ent-
weder verstoffwechselt oder gelangen an ihren Wirkungsort und werden später eliminiert. 
Verschiedene Möglichkeiten der Penetration stehen dem Arzneistoffen zur Auswahl, je-
doch können nur bestimmte Wege ausgeschöpft werden. Transportprozesse von Arz-
neistoffen, welche durch die Zellmembran stattfinden, haben neben den enzymvermittel-
ten Interaktionen einen Einfluss auf die Pharmakokinetik, Toxizität sowie Effektivität des 
Arzneistoffs. Eine der Möglichkeiten ist der vesikuläre Transport, bei dem Makromole-
küle durch Einschnürungen durch die Membran in das Zellinnere eingeschleust werden 
können (Endozytose) und ähnlich auch wieder ausgeschleust werden können (Exozy-
tose). Weitere Möglichkeiten sind im Folgenden beschrieben: 
 
1.2.1 Diffusion durch biologische Membranen 
 
Eine Möglichkeit der Penetration durch Zellmembranen ist die passive Diffusion. Sie ist 
ein physikalisch-chemischer Prozess, bei dem die Substanz in die Lipidschicht der 
Membran diffundiert und auf der Membraninnenseite hinaus in die wässrige Phase dif-
fundiert. Die passive Diffusion kann in beide Richtungen verlaufen Dies kann durch das 
1. Fick´sche Gesetz (Gleichung 1-1) dargestellt werden: 
cJ D x
    
Gleichung 1-1: 1. Fick´sches Gesetz 
J = Teilchenstromdichte [mol m-2 s-1] 
D = Diffusionskoeffizient [m2 s-1] 
c
x
 = Konzentrationsgradient [mol m-4] 
 
Das 1. Fick’sche Gesetz sagt aus, dass die Teilchenstromdichte J proportional zum Kon-
zentrationsgradienten und entgegen der Diffusionsrichtung ist. Die Proportionalitäts-
konstante ist der Diffusionskoeffizient D.  
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Die Menge des diffundierten Arzneistoffs pro Zeit ist proportional zum Permeabilitäts-
koeffizienten, der Membranoberfläche sowie zum Konzentrationsunterschied des Stoffes 
zwischen der Innenseite und der Außenseite der Membran. Dies wird mit der Gleichung 
2-13 zur Bestimmung der Membranpermeabilität am Beispiel des PAMPA-Assays (Glei-
chung 2-9) beschrieben.  
Es zeigt sich, dass die treibende Kraft der passiven Diffusion der Konzentrationsgradient 
ist. Die Arzneistoffmenge, die in die Zelle gelangt, steht im linearen Zusammenhang zum 
Konzentrationsgradienten. Ferner ist die chemische Struktur eines Arzneistoffs bei der 
passiven Diffusion ein wichtiges Kriterium. Arzneistoffe verhalten sich aufgrund ihrer 
Struktur unterschiedlich bezüglich ihrer Löslichkeit in Wasser und organischen Lösungs-
mitteln. beschrieben. Der Löslichkeitsunterschied des Arzneistoffs wird durch den Öl-
Wasser-Verteilungskoeffizienten P dargestellt. In der Literatur wird der Verteilungsko-
effizent P logarithmiert. Dadurch können stark ansteigende Zahlenreihen übersichtlich darge-
stellt werden, da im Gegnsatz zu den großen Zahlen der Logarithmus langsamer ansteigt. Der 
Verteilungskoeffzient beschreibt die Verteilung der Konzentration eines Arzneistoffs (c) 
zwischen einem hydrophoben (O) und einer hydrophilen Phase (W), auch als Oktanol-
Wasser-System bezeichnet. Dabei wird wegen des großen Bereiches, den dieser einneh-
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Gleichung 1-2: Berechnung des log P-Wertes 
logP = Verteilungskoeffizient 
co   = Arzneistoffkonzentration in der Oktanol-Phase 
cw  = Arzneistoffkonzentration in der Wasser-Phase 
 s = Anzahl der Arzneistoffspezies in der jeweiligen Phase 
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Der log D-Wert kann herangezogen werden, wenn es sich um die Beschreibung der Lös-
lichkeit von Arzneistoffen mit schwach sauren oder basischen Eigenschaften handelt.  
log log coD cw  
logD  = Verteilungskoeffizient 
co   = Arzneistoffkonzentration in der Oktanol-Phase 
cw  = Arzneistoffkonzentration in der Wasser-Phase 
s    = Anzahl der Arzneistoffspezies in der jeweiligen Phase 
 
Gleichung 1-3: Berechnung des log D-Wertes 
 Die Werte für den Verteilungskoeffizient P sind vom pH-Wert der wässrigen Phase  
überwiegend unabhängig, wohingegen die Werte des Verteilungskoeffizenten D oft vom 
pH-Wert der wässrigen Phase abhänig sind. 
 
1.2.2 Protein-vermittelter Transport 
 
Stoffe mit einem negativen oder niedrigen log D-Wert besitzen in der Tendenz  einen 
niedrigen Permeabilitätskoeffizienten und sind somit kaum in der Lage, die passive Dif-
fusion zum Transport in die Zelle effizient nutzen zu können. Der passive Transport ist 
nicht sättigbar, stellt sich ab dem Zeitpunkt, ab dem sich ein Gleichgewicht zwischen der 
Innen- und Außenseite der Membran eingestellt hat ein und verbraucht keine Stoffwech-
selenergie. Eine weitere Möglichkeit eines Arzneistoffs oder einer Substanz, durch die 
Zellmembran in das Zellinnere zu gelangen, ist der selektive Transport mittels Transport-
proteinen. Diese sind in oder auf der Zellmembran. Beim Transport durch die Zellmemb-
ran wird zwischen Carrier, Kanälen und Pumpen unterschieden. Sie besitzen einige Ge-
meinsamkeiten, wie eine Transportspezifität, Hemmbarkeit, Aktivierbarkeit sowie eine 
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Sättigungskinetik (Thews, 1999). Carrier sind Proteine, die sich selektiv an den zu trans-
portierenden Stoff binden und diesen durch die Membran befördern. Carrier-vermittelter 
Transport verläuft nach der Michaelis-Menten-Kinetik und ist sättigbar. Man unterschei-
det hier zwischen Symporter, Antiporter und Uniporter.  
Transportkanäle bestehen aus Proteinen oder Proteinkomplexen, die sich durch die 
Membran erstrecken und die Durchlässigkeit von Wasser oder anorganischen kleinen 
Molekülen zulassen. Pumpen hingegen beschreiben eine Form des aktiven Transports. 
Ein Beispiel dafür ist die Na+/K+ Pumpe, auch Na+/K+-ATPase genannt. Diese gewinnt 
durch die Spaltung von ATP zu ADP und Phosphat Energie, die sie wiederum für den 
Austausch von 3 Na+ gegen 2 K+ nutzt. Daraus ergibt sich ein stetiger Transport von einer 
positiven Ladung aus der Zelle heraus (Mutschler, 2013). 
 
1.2.3 Organische Basen und organische Säuren 
 
Der pH-Wert hat einen Einfluss auf die Aufnahme eines Arzneistoffes. Die Struktur und 
die sich daraus ergebene Säure- oder Basenstärke des Arzneistoffs haben ebenso einen 
Einfluss auf die Pharmakokinetik. Der Großteil der zum Einsatz kommenden Arz-
neistoffe sind Moleküle mit schwach basischen oder sauren Eigenschaften. Schwach ba-
sische Arzneistoffe sind oft organische Arzneistoffe mit einer chemischen Struktur, die 
eine Aminogruppe der primären, sekundären oder tertiären Art aufweisen. Aminogruppen 
weisen eine erhöhte Basizität auf und besitzen pks-Werte größer 10. Je kleiner der pkS-
Wert ist, desto stärker ist die Säure. Der pks-Wert spielt bei der Aufnahme, der Vertei-
lung, der Metabolisierung und der Elimination des Arzneistoffs bei Vorliegen der proto-
nierten und unprotonierten Form bei physiologischem pH-Wert eine entscheidende Rolle. 
Im menschlichen Organismus spielen Puffersysteme im physiologischen Bereich, d.h.  
pH = 7,4, eine entscheidende Rolle. Ein Puffersystem besteht aus einer schwachen Säure 
und ihrer korrespondierenden Base. 
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[ ] [ ]/[ ]H A HA K   ´ 
Gleichung 1-4: Gleichung der Dissoziationskonstanten 
 Die in Klammern gesetzten Buchstaben sind molare Konzentrationen, K´ beschreibt die Dissoziations-




Damit sich ein Gleichgewicht zwischen der schwachen Säure und ihrer korrespondieren-
den Base einstellt und das Massenwirkungsgesetz gelten kann, muss eine Erhöhung des 
Anteils der Konzentration an H+-Ionen mit einem Anstieg des Anteils der Konzentration 
undissozierter Säure einhergehen. Somit kommt es zu einer Zurückdrängung der Disso-
ziation. Der vermehrte Anteil an H+-Ionen wird durch die freien Anionen gebunden. 
Dadurch kommt es zu einer geringen Erhöhung des pH-Wertes. Sowohl die Erhöhung als 
auch die Erniedrigung der H+-Konzentration haben somit nur eine geringe Auswirkung 
in einem Puffersystem. Um den Effekt eines Puffersystems (Gleichung 1-5) zu erläutern, 
bedarf es der Umstellung und des Logarithmierens der obigen Formel, die in (Gleichung 
1-4) dargestellt wird. Der pH-Wert lässt sich mit der Gleichung aus (Gleichung 1-6) be-
stimmen. 
 
*log[ ] log log[ ]/[ ]H K HA A     
Gleichung 1-5: Gleichung eines Puffersystems 
log[ ]/[ ]pH pks A HA   
Gleichung 1-6: Gleichung zur Berechnung des pH-Wertes 
Die Gleichung 1-6 entspricht dem Massenwirkungsgesetz eines Puffersystems und wird 
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1.2.4 Membrantransport protonierter und nichtprotonierter Arzneistoffe 
 
Nach obiger Beschreibung (Kapitel 1.2.3) kann erklärt werden, wie Arzneistoffe, die in 
ihrer Molekülstruktur verschiedene funktionelle Gruppen tragen, innerhalb eines Puffer-
systems vorliegen können. Sie liegen entweder protoniert, unprotoniert oder nur kaum 
protoniert vor. Die nichtprotonierte Form eines Arzneistoffs mit schwach basischer Struk-
tur passiert die Membran durch die nichtionische Diffusion (Milne et al., 1958). Je nach 
Größe des Permeabilitätskoeffizienten passiert die unprotonierte Form die biologische 
Membran, solange ein Konzentrationsgradient besteht. Auf der gegenüberliegenden Seite 
wird die unprotonierte Form nach der Passage durch die Membran protoniert und liegt 
positiv geladen vor. Die nichtionische Diffusionstheorie beschreibt, dass die Gleichheit 
des pH-Wertes auf beiden Seiten der Membran dazu führt, dass beide Formen des Arz-
neistoffs, sowohl die protonierte als auch die unprotonierte Form, in gleichen Konzentra-
tionen vorliegen. Heute kann die nichtionische Diffusion durch unterschiedliche Formen 
des Carrier-vermittelten Transports für den protonierten Arzneistoff ergänzt werden. So-
mit existieren zwei Wege zur Penetration von schwach basischen Arzneistoffen durch 
Zellmembranen.  
Zum einen ist es die passive Diffusion, zum anderen der Carrier-vermittelte Transport. 
Bei beiden Theorien ist die Menge des penetrierenden Stoffes unter anderem abhängig 
von der chemischen Struktur, des pH-Wertes auf beiden Seiten der Membran sowie vom 
Vorhandensein eines Transportproteins. Carrier-vermittelter Transport wird in vielen Fäl-
len quantitativ relevant , wenn weniger als 10% der schwach basischen Arzneistoffe un-
protoniert vorliegen (Palm et al., 1999). 
Somit kann zusammengefasst werden, dass sehr lipophile Arzneistoffe die Zellmembran 
durch passive Diffusion passieren können, sehr hydrophile Arzneistoffe einen Carrier-
vermittelten Transport benötigen und Arzneistoffe, die schwach basische oder saure Ei-
genschaften zeigen, sowohl die passive Diffusion als auch den Carrier-vermittelten 
Transport nutzen können. Das Verständnis und die Wirkweise der polyspezifischen 
Transporter, also Transporter, die viele verschiedene Moleküle mit unterschiedlicher 
Struktur, Größe sowie Hydrophilie binden können, setzt das Wissen über die strukturelle 
Grundlage polyspezifischer Bindungen voraus. Zudem sollte geklärt werden, wie organi-
sche Kationentransporter mit strukturell unterschiedlichen Molekülen interagieren und 
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diese letztendlich transportieren. Bekannt ist, dass die organischen Kationentransporter 
nach einem alterning acess-Mechanismus, also einem sich ändernden Zugangsmechanis-
mus, arbeiten (Abbildung 1-2). 
 
 
Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Transportzyklus 
Substrat       und  Transporter  
Der Ablauf erfolgt folgendermaßen: Das Substrat positioniert sich an der Bindestelle. Die 
Interaktion des Substrats mit der Bindestelle führt zur Konformationsänderung des Trans-
porters, die zu einer Neuorientierung der Bindestelle führt. Dabei kann es zu einer erhöh-
ten Affinität zur intrazellulären Seite der Membran führen und das Substrat intrazellulär 
entlassen (Shimamura et al., 2010). Anschließend nimmt der Transporter seine ursprüng-
liche Konformation wieder ein und ein erneuter Transport kann stattfinden. Auch Engen-
berger (Egenberger et al., 2012) beschreibt die Konformationsänderung des OCT1, bei 
dem durch die Bindung eines Substrats der Transport durch den Transporter von außen 
nach innen erfolgt. Es kann somit vermutet werden, dass die Affinität und Bindung eines 
Substrats an die organischen Kationentransporter über verschiedene Bindungen erfolgen 
kann und auch von der Struktur des Substrats abhängig sein kann. 
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1.3 Organische Kationentransporter 
 
Mehr als 40% der oral verabreichten Arzneistoffe besitzen schwach basische Eigenschaf-
ten und liegen im physiologischen pH-Wert protoniert vor (Neuhoff et al., 2003). Ein 
Beispiel zeigt das Antidiabetikum Metformin, das durch humanes OCT2 (hOCT2) trans-
portiert wird, jedoch seine Wirkung bei bestimmten Patienten, welche Polymorphismen 
von hOCT2 aufweisen, nicht ausbilden kann. Im menschlichen Organismus sind viele 
Transporter bekannt, welche den Transport von schwach organischen Basen vermitteln. 
Diese sind beispielsweise die Multidrug and toxic compound extrusion transporters 
MATE1 und MATE2-K, zugehörig der solute carrier- family SLC47-Familie, sowie die 
elektrogenen organischen Kationentransporter OCT1, OCT2, OCT3, die vom Membran-
potential abhängig und unabhängig von Na⁺-, Cl⁻- und womöglich auch vom H⁺-Ionen-
gradienten sind, zuzüglich der Carnitin-Kationentransporter OCTN1 und OCTN2, die das 
Zwitterion Carnitin und auch andere organische Kationen transportieren. Sie gehören zu 
der solute carrier SLC22-Familie (Abbildung 1-4). Sie spielen eine entscheidende Rolle 
bei Verteilung und Exkretion von organischen Kationen im Organismus. 
Ihre Substrate sind positiv geladene organische Kationen, Monoamino-Neurotransmitter 
sowie endogene Subtrate (Koepsell et al., 2003; Nies et al., 2011). Auch schwach basische 
organische Arzneistoffe, die beim physiologischen pH-Wert positiv geladen vorliegen, 
können transportiert werden (Barendt and Wright, 2002). Inhibitoren, die nicht transpor-
tiert werden, können eine große Zahl an geladenen oder ungeladenen Molekülen sein, die 
entweder an peripheren Positionen des OCTs oder an der Substratbindetasche binden. 
(Koepsell et al., 2003). Die Funktion der OCT1und OCT3 in der Leber besteht darin, den 
primären Schritt der Aufnahme von kationischen körpereigenen Substanzen oder Xeno-
biotika über die sinusoidale Membran in die Hepatozyten zu begünstigen. Organische 
Kationen können über die OCT reversibel in beide Richtungen transportiert werden (Ab-
bildung 1-3) (Koepsell, 2004). Die aufgenommenen organischen Kationen können an-
schließend in den Gallengang über H+-Kationenantiporter und/oder P-Glykoprotein 
MDR-1 ausgeschieden werden.  
 




Abbildung 1-3: modifizierter Transport Organischer Kationen (OC) in Hepatozyten  
(modifiziert nach (Koepsell et al., 2003)  
MDR Multiple drug resistance proteine 
MRP Multidrug resistance-associated proteine 
BCRP Breast Cancer resistance proteine 
BSEP Bile salt export pump 
OAT Organic anionic transporter 
OATP Organic anion transporting polypeptide 
GLUT Glucosetransporter 
NTCP Sodium-taurocholate cotransporting poly-
peptide 
OCT Organic cationic transporter 
 
Weitere Transporter (in Eng.) die für den Influx- und Effluxtransport in und aus der Le-
berzelle verantwortlich sind, wurden ebenfalls schematisch in Abbildung 1-3 dargestellt. 
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 Organische Kationen werden je nach Konzentration im Plasma sekretiert oder rückresorbiert 
 
 
  Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der SLC22-Familie 
 
1.3.1 Struktur und Funktion der organischen Kationentransporter (OCTs) 
 
Die Gene von OCT1 bis OCT3 sind beim Menschen auf dem Chromosom 6q26-27 loka-
lisiert (Koehler et al., 1997). Die Aminosäuresequenzen der jeweiligen OCTs innerhalb 
einer Spezies stimmen bei OCT1 und OCT2 prozentual zu 67-70%, bei OCT1 und OCT3 
zu 47-57% überein (Koepsell et al., 2003). Die organischen Kationentransporter sind 
elektrogen, abhängig vom Membranpotential und nicht abhängig von Cl--, H+-, Na+-Io-
nengradienten (Budiman et al., 2000; Busch et al., 1996; Schmitt and Koepsell, 2005). 
Dabei bedeutet elektrogen, dass die Bindung des Arzneistoffs an den Transporter zu ei-
nem Aufbau einer elektrischen Spannung und einer Erhöhung des Membranpotentials 
führt. 
Als erster Kationentransporter wurde 1994 OCT1 anhand des rOCT1 der Ratte erforscht 
(Grundemann et al., 1994). Binnen kurzer Zeit wurde sodann der organische Kationen-
transporter OCT2 aus einer Rattenniere isoliert und identifiziert (Okuda et al., 1996). 
OCT2 besteht aus 593 Aminosäuren, das Molekulargewicht beträgt 66k Da (Jonker and 
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Schinkel, 2004). OCT3 wurde zwei Jahre später kloniert (Kekuda et al., 1998). Im Jahr 
1997 wurden humanes OCT1 und OCT2 erfolgreich kloniert und charakterisiert 
(Gorboulev et al., 1997; Zhang et al., 1997). Die Grundstruktur der OCTs ist eine Peptid-
kette, es besitzt 12 Transmembrandomänen, eine große extrazelluläre Schleife zwischen 
der ersten und zweiten Transmembrandomäne sowie eine große intrazelluläre Schleife 
zwischen der sechsten und siebten Transmembrandomäne (Abbildung 1-5). Die große 
extrazelluläre Schleife liegt glykolysiert vor und enthält zur korrekten subzellulären Lo-
kalisation und Oligomerisierung Disulfidbindungen (Keller et al., 2011; Nies et al., 2011), 
was an den OCT1-Transportern von Ratten erforscht wurde. Die große intrazelluläre 
Schleife besitzt einige Stellen zur Phosphorylierung. Diese werden vermutlich durch die 
Proteinkinase C phosphoryliert (Burckhardt and Wolff, 2000; Koepsell et al., 2007), die 
an der kurzzeitigen Regulierung der Aktivität des OCT1-Transporters beteiligt ist 
(Cetinkaya et al., 2003; Ciarimboli et al., 2005; Ciarimboli and Schlatter, 2005). Intrazel-
lulär befinden sich das N- und C-terminale Ende (Jonker and Schinkel, 2004; Koepsell, 
2004). 
Ausgehend von Untersuchungen an OCT1 von Ratten zeigte sich, dass eine Substratiden-
tifizierung durch die Transmembrandomäne 11 durch den Austausch von Aspartat an Po-
sition 475 durch Glutamat stark beeinflusst werden kann (Gorboulev et al., 1999). Ebenso 
ist anzunehmen, dass an der obigen Transmembrandomäne eine Substratbindestelle für 
die Substrattranslokation bedeutsam ist (Egenberger et al., 2012). Die Transmembrando-
mäne 4 zeigt ebenfalls durch den Austausch von Aminosäuren an den Positionen 218, 
222 und 226 der Peptidkette wie bei der Transdomäne 11 erhöhte KM-Werte (Popp, 
Gorboulev et al. 2005). Somit kann vermutet werden, dass es mehrere verschiedene Bin-
destellen gibt, die für eine Translokation eines Substrats von Bedeutung sein können 
(Koepsell, 2011). 
OCT1 wird am häufigsten in der Leber exprimiert (Gorboulev et al., 1997; Nies et al., 
2009; Nishimura and Naito, 2005; Zhang et al., 1997). Nachgewiesen wurde zudem, dass 
sich OCT1 in der basolateralen Membran der Hepatozyten befindet (Nies et al., 2008). 
Hier trägt der OCT1-Transporter zum ersten Schritt der Exkretion kationischer endogener 
Substanzen und Xenobiotika mit bei (Koepsell, 2004). Ferner findet sich OCT1 in der 
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luminalen Membran des distalen und proximalen Tubulus der Niere (Tzvetkov et al., 
2009). 
Der organische Kationentransporter OCT2 wird im Gehirn, in der Lunge, im Dünndarm 
aber überwiegend in der Niere exprimiert (Gorboulev et al., 1997). OCT2 ist beim pri-
mären Schritt der renalen Elimination der kationischen Substanzen und Xenobiotika ent-
scheidend. Der erste Schritt der Sekretion erfolgt über den Influxtransport von Substraten 
über die basolaterale Membran der proximalen Tubuluszellen (Koepsell et al., 1999). Der 
anschließende luminale Effluxtransport erfolgt über OCTN1, OCTN2 oder auch OCT1. 
Aus den Tubuluszellen erfolgt die Exkretion über OCT2 (Koepsell, 2004). Der organi-
sche Kationentransporter OCT3 wurde 1998 identifiziert (Kekuda et al., 1998; Wu et al., 
1998a). Dieser hat eine hohe Expression in der Leber, der Skelettmuskulatur, in der Pla-
zenta, im Gehirn sowie im Herzmuskel und in den Ovarien und der Plazenta (Nies et al., 
2009; Sata et al., 2005). Die Expression von OCT1in der Leber ist mehr als zehnmal 
höher als die des OCT3-Transporters (Nies et al., 2009). 
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Weitere Verteilungen der OCT1-3 sind in der Tabelle 1 aufgeführt. 
 
Tabelle 1-1: Verteilung des OCT Transporter im menschlichen Körper 
(modifiziert nach Koepsell et. Al. und Urban 2007) 
Menschliche Organe OCT1 OCT2 OCT3 
Fötale Leber  - - 
Fötale Lunge  - - 
Fötales Gehirn  - - 
Fötales Herz  - - 
Pankreas - -  
Dünndarm   - 
Eierstöcke  -  
Fettgewebe  - - 
Gehirn -   
Herz  -  
Leber  -  
Lunge    
Plazenta  -  
Nebenniere  - - 
Niere    
Rückenmark - -  
Skelettmuskulatur  -  
Erythrozyten    
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Die in Tabelle 1-1 aufgeführten Häkchen [] stellen die Intensität der Expression in den 
einzelnen menschlichen Organen dar. In den Erythrozyten ist das Vorhandensein der 
OCTs nicht erforscht. 
Weiterhin gehören die Carnitin-Kationentransporter OCTN1, OCTN2 zur Familie der 
SLC22-Transporter. Die Gene für OCTN1 sowie OCTN2 sind beim Menschen auf dem 
Chromosom 5q23.3 lokalisiert. OCTN1 sowie OCTN2 können neben Carnitin auch am 
Transport von organischen Kationen engagiert sein (Tamai et al., 1998; Tamai et al., 
1997; Wu et al., 1998b). OCTN1 wird in der Niere, der Skelettmuskulatur, der Plazenta, 
der Prostata sowie im Herzen (Tamai et al., 1997) exprimiert, OCTN2 in der Niere, der 
Lunge, der Leber, der Schilddrüse, der Skelettmuskulatur sowie im Pankreas und dem 
Herzen exprimiert (Wu et al., 1998b). 
Alle organischen Kationentransporter transportieren übereinstimmend organische Katio-
nen mit unterschiedlichster Struktur, sowie bei physiologischem pH-Wert positiv gela-
dene schwache Basen. Die organischen Kationen sind in der Regel nur solche mit einem 
Durchmesser unter 4 Å und einem Molekulargewicht unter 500 Da (500 g/mol) (Koepsell 
et al., 2007; Koepsell et al., 2003). Es gibt bereits ein Vielzahl von Substraten, die über 
die organischen Kationentransporter ihren Weg in die Zellen finden (Dos Santos Pereira 
et al., 2014; Koepsell et al., 2007; Saadatmand et al., 2012; Tzvetkov et al., 2013). Die 
zur Charakterisierung der Funktionalität der organischen Kationentransporter herangezo-
genen Substrate sind beispielweise Tetraethylammonium (TEA+) oder Methylphenylpy-
ridinium (MPP+). Ebenso können endogene Stoffe über sie transportiert werden (Koepsell 
et al., 2007). Arzneistoffe dienen auch als Inhibitoren der organischen Kationentranspor-
ter. Hierfür sprechen eine erhöhte Lipophile sowie ein Dipolmoment. Die Affinität zur 
Ausbildung von größeren Mengen an Wasserstoffbrückenbindungen führt zu keinem ver-
besserten Transport (Ahlin et al., 2008). Katecholamine wie Dopamin, Adrenalin, Norad-
renalin sowie die Neurotranmitter Histamin, Serotonin, Acetylcholin sowie und N-Me-
thylcholin scheinen den organischen Kationentransporter zu inhibieren. Da es Überlap-
pungen in der Struktur der OCTs gibt, kann bzgl. der Bindung eines Inhibitors oder eines 
Substrats an einer Isoform nur erschwert eine Aussage getroffen werden. Letztlich wird 
trotz allem eine große Anzahl an Publikationen veröffentlicht wie beispielsweise (Dos 
Santos Pereira et al., 2014; Saadatmand et al., 2012; Seitz et al., 2015; Tzvetkov et al., 
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2013). Es zeigt sich jedoch auch, dass die genetische Variabilität eine wichtige Rolle 
spielt. 
 
1.4 Genetische Varianten des OCT1 
 
In dem für das Transportprotein OCT1 kodierenden Gen existieren viele erbliche Poly-
morphismen. Es zeigt sich insbesondere eine Reihe von SNPs (Single Nucleotide Poly-
morphisms), deren Häufigkeit je nach Abstammung der Träger variiert. Diese wurden 
durch die Analyse des SLC22A1, des Gens, das für OCT1 codiert ist, identifiziert. Einige 
dieser SNPs treten in den codierten Regionen des OCT1-Gens auf, was wiederum zu ei-
nem Austausch oder der Deletion einer Aminosäure führt. Kerb et. al zeigten 2002, dass 
in einem Beispiel von 57 gesunden Probanden kaukasischer Abstammung 25 genetische 
Varianten identifiziert wurden, wobei sich bei acht von ihnen eine Veränderung der Pro-
teinsequenz zeigte. Folgende ausgewählte SNPs (Arg61Cys, Cys88Arg, Gly401Ser, 
Met420del) führten zur Abnahme der Transportaktivität. Einige der genannten SNPs wei-
sen eine veränderte Substratspezifität auf, die die Bindung der Substrate an OCT1 verän-
dern und somit die Dauer und Intensität der Arzneistoffe an OCT1 beeinflussen. Diese 
sind die Aminosäuredeletion Met420del sowie der Austausch von Aminosäuren bei 
Arg61Cys, Cys88Arg, Gly401Ser, Gly465Arg. Dagegen kommen Substitutionen der 
Aminosäuren an Positionen Cys88Arg und Gly465Arg nur gemeinsam in Verbindung mit 
der Aminosäuredeletion Met420del vor. Fünf SNPs wurden aufgrund ihrer vermehrten 
Häufigkeit innerhalb der kaukasischen Population analysiert (Arg61Cys, Cys88Arg, 
420del, Gly401Ser, Gly465Arg). Einer der SNPs (Ser14Phe), welcher nicht bei den Kau-
kasiern auftritt, zeigt eine höhere Transportaktivität als andere SNPs (Kerb et al., 2002; 
Shu et al., 2003). Für die SNPs Cys88Arg und Gly401Ser zeigten sich substratspezifische 
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1.5 Proguanil und Cycloguanil 
 
1.5.1 Medizinischer Hintergrund 
 
Malaria ist die bedeutendste Protozoenerkrankung der Welt. Sie fordert laut einem Be-
richt der WHO vom Jahr 2012 jährlich weit über 600.000 Todesopfer. Die Prophylaxe ist 
neben der Chemotherapie bei einzelnen parasitären Entwicklungsstadien im Organismus 
wichtig. Zur Verhinderung des Ausbruchs der Erkrankung werden zur Prophylaxe 
Chemotherapeutika eingesetzt. Einfache Maßnahmen zum Schutz des Stichs wie bei-
spielsweise ein Mosquitonetz, der Einsatz von Repellents oder entsprechender Kleidung 
sollten ebenfalls in Gebieten mit einem hohen Ansteckungsrisiko beachtet werden. Die 
Forschung nach Arzneistoffen im Kampf gegen die Malaria begann bereits in den 40er 
Jahren des letzten Jahrhunderts (Curd et al., 1945; Estler, 2006). 
 
1.5.2 Pathogenese der Malaria 
 
Die Form der Malariaerkrankung mit der höchsten Letalität zeigt sich bei der Malaria 
tropica, die durch den Erreger Plasmodium falciparum hervorgerufen wird. Weitere For-
men sind Malaria tertiana und Malaria quartana. Die Plasmodien werden durch den 
Stich der weiblichen Anopheles-Mücke übertragen. Dabei werden Sporozoiten, die sich 
im Speichel der Mücke befinden, in den menschlichen Organismus eingeschleust (Abbil-
dung 1-6). Die Sporozoiten wandern in die Parenchymzellen der Leber und entwickeln 
sich dort durch mehrere Kernteilungen zu Merozoiten. Dieser Vorgang wird auch prä-
erythrozytäre Schizogonie genannt. Anschließend erfolgt die Penetration der Merozoiten 
in die Erythrozyten, wo sie sich letztendlich durch weitere Teilungen vermehren. Dabei 
wird die Erythrozytenmembran so verändert, dass die Merozoiten ihren Abfall, welcher 
bei ihrer Vermehrung anfällt, ausschleusen können. Man nennt diesen Weg auch „new 
permeability pathway“. Für das Verständnis für die Angriffspunkte der Arzneistoffe sind 
die Struktur und der Aufbau der Erythrozyten von Bedeutung. Daher wird hier darauf 
näher eingegangen (Estler, 2006; Mutschler, 2013). 
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Erythrozyten sind die am häufigsten vorkommenden Zellen im menschlichen Körper. Ge-
bildet werden die Erythrozyten im roten Knochenmark. Sie besitzen eine flache schei-
benartige Form, sind bikonkav, haben keinen Zellkern oder jegliche Zellorganellen und 
teilen sich nicht. Ihre Lebensdauer beträgt bis zu 120 Tage und der Abbau erfolgt in der 
Milz, der Leber oder dem Knochenmark. Hauptsächlich bestehen sie aus Hämoglobin, 
dem roten Blutfarbstoff, der den Sauerstoff bindet. Dieser besteht aus einem Eiweißmo-
lekül mit vier Polypeptidketten, auch Globin genannt, sowie einer eisenhaltigen Häm-
Gruppe, die inmitten der Polypeptidketten sitzt. Die Aufgaben der Erythrozyten sind der 
Sauerstofftransport von der Lunge zum Herzen, der Kohlenstoffdioxidabtransport aus der 
Lunge sowie die Regulierung des pH-Wertes im Blut. Des Weiteren ist ihre Anzahl ab-
hängig von dem Sauerstoffgehalt im Blut, der Tätigkeit und des Aufenthalts des Men-
schen, unabhängig ist ihre Anzahl von der Nahrungsaufnahme, der Jahreszeit oder der 
Temperatur(Mutschler, 2013).  
 
Die Entwicklung der Erythrozyten erfolgt in folgender Reihenfolge:  
 
Stammzelle → Proerythroblast → Erythroblast → Normoblast→  Normozyt → Reti-
kulozyt (noch unreife Erythrozyten) → Erythrozyt. 
 
Die Erythrozytenmembran ist mit einer Reihe von Systemen für den Transport durch die 
Membran ausgestattet. Sie sind vermutlich Überreste von ihren Vorläuferzellen. Allein 
mindestens vier Mechanismen des Kaliumtransportes sind charakterisiert und bestimmt 
worden, wie die Na+/K+-Pumpe, der Na+-K+-Cl2-Kotransporter, der K+-Cl--Kotransporter 
sowie der Ca2+-aktivierte K+-Kanal (Bernhardt et al., 1991). Aminosäuren penetrieren 
durch die Erythrozytenmembran durch verschiedene Transportformen, allein für Glycin 
konnten fünf verschiedene Transportformen gezeigt werden (Ellory et al., 1981). 
Zudem finden sich weitere Transporter in der Erythrozytenmembran wie Laktat 
(Deuticke et al., 1982). Es zeigte sich, das Retikulozyten sowie junge Erythrozyten eine 
erhöhte Transportaktivität gegenüber älteren Erythrozyten aufweisen (Hall and Ellory, 
1986; Kirk et al., 1992). 
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Falls Parasiten eine erhöhte Neigung zu jungen als zu älteren Erythrozyten zeigen, sollten 
diese auch eine erhöhte Transportaktivität aufzeigen können. Einige Stämme wie bei-
spielweise Plasmodium vivax zeigen eine starke Neigung zu Retikulozyten, wohingegen 
Plasmodium falciparum eine 2- bis 3-fach niedrigere Neigung zu Retikulozyten als zu 
älteren Erythrozyten aufweist (Mons, 1990). Letztlich ist nicht bekannt, ob eine hohe Af-
finität von Plasmodium falciparum zu bestimmten Stadien der Erythrozyten besteht.  
Aus einigen Merozoiten können Gametozyten als sexuelle Form entstehen, die bei einem 
weiteren Mückenstich durch den Speichel der Anopheles-Mücke aufgenommen werden 
können. In ihrem Darm kommt es anschließend zur Befruchtung und es entsteht eine Zy-
gote. Über weitere Teilungsschritte entstehen neue Sporozoiten. Diese wiederum gelan-
gen in den Speichel und der Infektionszyklus kann von Neuen beginnen (Estler, 2006; 
Mutschler, 2013). 




Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der Pathogenese der Malariaerkrankung 
 
Proguanil wurde zu dieser Zeit nach einer großen Suche zwischen einigen Molekülen mit 
einer Biguanid-Struktur, welches gegen den Erreger Plasmodium falciparum wirken 
sollte, entdeckt (Curd et al., 1945). Bewiesen wurde auch die Effizienz sowie die gute 
Verträglichkeit am Menschen (Maegraith et al., 1945). Ab diesem Zeitpunkt wurde 
Proguanil zur Prophylaxe gegen Malaria eingesetzt. Carrington und Kollegen (Carrington 
et al., 1951) fanden heraus, dass Proguanil sich zu seinem aktiven Metaboliten Cyclogu-
anil bildet, der eine starke Wirkung gegenüber dem Erreger zeigt. Aufgrund weiterer For-
schungen sowie der strukturellen Ähnlichkeit von Cycloguanil zu Pyrimethamin wurde 
ein Zusammenhang zur Hemmung des plasmodialen Enzyms Dihydrofolatreduktase des 
Erregers gebildet. Die Dihydrofolatreduktase hydriert die Folsäure in Dihydro- sowie 
Tetrahydrofolsäure. Die Folsäure ist essentiell für die Biosynthese der Nukleotide. Eine 
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Hemmung des Enzyms führt zum Stopp der weiteren Vermehrung des Erregers. Weitere 
Untersuchungen zeigten, dass in Regionen, in denen Resistenzen gegenüber Pyrimetha-
min bereits sichtbar wurden, Proguanil sowie Cycloguanil ihre prophylaktische Wirkung 
beibehalten hatten (Colbourne and Draper, 1983). Somit stieg erneut die Beachtung dieser 
Arzneistoffe.  
 
1.5.3 Chemische Struktur von Proguanil und Cycloguanil 
 





Proguanil wird aus dem Magen-Darm-Trakt resorbiert und ist ein Prodrug, das zu ca. 30% 
in der Leber über CYP2C19 zu Cycloguanil sowie zu ca. 10 % zu p-Chlorophenylbigua-
nid oxidiert wird. Proguanil selbst hat nur eine schwache antiparasitäre Wirkung. Durch 
die Metabolisierung über CYP2C19 ergeben sich für den Arzneistoff unterschiedliche 
Proguanil Cycloguanil 
pks 
Protonierter Anteil bei phy-siologischem pH-Wert 
Log D 7,4 
 
Struktur 
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genetisch bedingte Geschwindigkeiten der Biotransformation. Vermutet wird ein unzu-
reichender Schutz gegen Malaria bei langsamen Metabolisierern (Mutschler, 2013). Der 
aktive Metabolit Cycloguanil führt zu der entsprechenden Wirkung auf die Dihydrofolat-
reduktase der Parasiten. Dieser besitzt eine deutlich stärkere Wirksamkeit gegenüber prä-
erythrozytären, intrahepatischen Formen von Plasmodium falciparum. Auf die menschli-
chen Dihydrofolatreduktase hat es eine deutlich geringere Auswirkung. Etwa 60% des 
Arzneistoffs Proguanil werden unverändert über die Nieren eliminiert (Estler, 2006; 
Mutschler, 2013).  
1.5.5 Indikation, Kontraindikation, Neben- und Wechselwirkungen 
 
Indiziert ist Proguanil in Kombination mit dem Arzneistoff Atovaquone (Malarone®) zur 
Prophylaxe bis zu einen Tag vor der Einreise und eine Woche nach der Ausreise, jedoch 
maximal 28 Tage. Durch die Resistenzentwicklung in vielen Ländern sowie gastrointes-
tinaler Beschwerden ist die Gabe von Proguanil (Paludrine®) zusammen mit Chloroquin 
(Resochin®) nicht sinnvoll. Chloroquin wird zur Malariaprophylaxe sowie als Notfall-
therapeutikum bei allen humanpathogenen Erregern verabreicht. Jedoch sind weit ver-
breitete Chloroquin-ressistente Stämme vorhanden. Es treten gelegentlich gastrointesti-
nale Beschwerden, Stomatitis, Haarausfall sowie eine Leukopenie auf. Kontraindiziert ist 
Proguanil bei schweren Nierenfunktionsstörungen. Die Resorption aus dem Darm kann 
durch die Einnahme von magnesiumhaltigen Antazida beeinträchtigt sein, daher sollte 
dazu drei Stunden Abstand gehalten werden (Estler, 2006; Mutschler, 2013). 
 
1.6 Amisulprid, Tiaprid, Sultopirid und Sulprid 
 
1.6.1 Medizinischer Hintergrund 
 
Psychopharmaka werden unterteilt in Neuroleptika, Antidepressiva, Tranquilantien, Psy-
chostimulantien sowie Psychomimetika. Seit ihrer Einführung in den 50iger Jahren des 
letzten Jahrhunderts konnten deutliche Fortschritte bei Patienten mit psychischen Be-
schwerden erzielt werden. Bekannt ist, dass bei vielen psychischen Erkrankungen eine 
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Störung der Neurotransmitter Dopamin, Noradrenalin und Serotonin vorliegt, deren ge-
störtes Gleichgewicht durch den Einsatz von Psychopharmaka beseitigt werden kann 
(Mutschler, 2013). 
Schizophrenie ist eine chronische psychische Erkrankung, die den Patienten in seiner Le-
bensgestaltung und Lebensqualität einschränkt. Ungefähr ein Prozent der Bevölkerung, 
unabhängig von der kulturellen Herkunft und Abstammung, erkranken an Schizophrenie 
(Kotan et al., 2011). Die Ursache und Zusammenhänge bei der Schizophrenie sind noch 
nicht vollständig verstanden. Für die Arzneimitteltherapie und für die vorliegende Arbeit 
ist die Erkenntnis wichtig, dass Schizophrenie neurochemisch mit einer inadäquat starken 
dopaminergen und/oder serotoninergen Neurotransmission in einigen Hirnbereichen zu-
sammenhängt. Auch wird eine Änderung der GABAergen, glutamatergen und choliner-
gen Erregungsübertragung diskutiert (Mutschler, 2013). Dies erklärt sich dadurch, dass 
man mit dopaminerg oder serotoninerg wirkenden Substanzen Symptome der Schizo-
phrenie auslösen kann. Nach einer genauen Diagnose und Bestimmung der Erkrankung 
ist eine Behandlung mit antipsychotischen Medikamenten notwendig, da andere Verfah-
ren wie eine Psychotherapie bei dieser Erkrankung keine ausreichende Wirksamkeit zei-
gen (Mortimer, 2003). Neuroleptika werden unterteilt in „typische“ und „atypische“ Neu-
roleptika. Durch die Einführung der Arzneistoffe wie Amisulprid und Sulpirid, welche 
auch als „atypische“ Neuroleptika bezeichnet werden, kam man der Behandlung der Schi-
zophrenie sowohl in Bezug auf das Wirkspektrum als auch der verbesserten Verträglich-
keit ein großes Stück näher. Neuroleptika (Ausnahme von Sulpirid) wirken sedierend, 
vegetativ dämpfend sowie antipsychotisch (Mutschler, 2013). Amisulprid (Solian®), Sul-
pirid (Dogmatil®), sind Arzneistoffe, die der Gruppe der atypischen Neuroleptika zuge-
ordnet werden. Ein großer Teil der vorhandenen Arzneistoffe dieser Gruppe besitzt eine 
hohe Affinität sowohl zu Dopamin- als auch Serotonin-Rezeptoren (Burns and Bale, 
2001; Moller, 2000). Die chemische Struktur der in der Tabelle 1-3 aufgeführten Neuro-
leptika hat die Benzamidstruktur (eingekreist) als Gemeinsamkeit. 
 
1. Einleitung  
28  
Tabelle 1-3:Chemische Struktur der hier untersuchten Neuroleptika mit Benzamidstruktur 
 
Sulpirid wirkt überwiegend als selektiver D2-Rezeptor-Antagonist. Es wirkt sowohl neu-
roleptisch als auch antidepressiv, stimmungsaufhellend und antriebssteigernd, jedoch 
nicht sedierend. Amisulprid ist eine Analogsubstanz zu Sulpirid. Amisulprid stellt einen 
selektiven Antagonisten des Dopamin-Rezeptors dar, der eine hohe Affinität zu D2- und 
D3-Rezeptoren besitzt (Xiberas et al., 2001). Beide Arzneistoffe sind nur schwer hirngän-
gig. Tiaprid (Tiapridex®) ist ein D2-Rezeptor-Antagonist. Es wird bei „Neuroleptika-in-
duzierten Spätdyskinesen sowie choreatrischen Bewegungsstörungen“ (Mutschler, 2013) 
angewandt. 
Sultoprid (Topral®) ist ein Arzneistoff, welcher zu der Familie der atypischen Neurolep-
tika zählt. Er ist ein selektiver D2- und D3-Antagonist und wird bei der Erkrankung der 
Schizophrenie angewandt. In Europa wird durch das Vorhandensein von Amisulprid und 
weiteren Arzneistoffen aus derselben Gruppe auf Sultoprid selten zurückgegriffen. 
 
Tiaprid 




Amisulprid und Sulpirid werden bei oraler Gabe nur unvollständig resorbiert. Die Biover-
fügbarkeit bei Amisulprid ist zwar höher als bei Sulpirid (45-50% gegenüber 20-35%), 
aber im Vergleich zu anderen atypischen Neuroleptika wie Aripiprazol (85%) oder Ris-
peridon (80-65%) deutlich niedriger. Die Plasmahalbwertszeit für Amisulprid liegt bei 
12-17 Stunden, für Sulpirid zwischen 6-8 Stunden. Hohe Gewebskonzentrationen finden 
sich in der Niere, der Lunge und der Leber. Beide Arzneistoffe werden bis nahezu 90- 
95% unverändert über die Niere ausgeschieden (Estler, 2006; Mutschler, 2013). Es ist 
bisher nicht bekannt, wie Amisulprid und Sulpirid die Blut-Hirn-Schranke überwinden. 
Beide Arzneistoffe zeigen eine niedrige Membranpermeabilität (Dos Santos Pereira et al., 
2014). 
 
1.6.3 Indikation, Kontraindikation, Neben- und Wechselwirkungen 
 
Amisulprid wird je nach Krankheitsgrad unterschiedlich dosiert. In niedrigen Dosen blo-
ckiert Amisulprid bevorzugt präsynaptische dopaminerge Autorezeptoren, sodass es zu 
einer Verstärkung der Dopaminübertragung kommt. Dies kann darauf hindeuten, dass 
Amisulprid eine erhöhte Wirksamkeit gegenüber herkömmlichen Antipsychotika und des 
Placeboeinsatzes besitzt (Leucht et al., 2002; Schoemaker et al., 1997). Laut einer Meta-
Analyse von 2009 zeigt Amisulprid eine erhöhte Wirksamkeit gegenüber herkömmlichen 
Antipsychotika (Leucht et al., 2009). 
Hinweise lassen die Annahme zu, dass bestimmte Antipsychotika ein erhöhtes Risiko für 
Insulinresistenz, Hyperglykämie, Diabetes mellitus Typ 2, Fettstoffwechselstörung sowie 
einer wesentlichen Gewichtszunahme bergen (Allison et al., 1999; Fleischhacker et al., 
2008; Newcomer, 2005). Die Behandlung mit Amisulprid führt je nach Dauer zu einer 
Gewichtszunahme von 0,2 KG und 1,4 KG (Russell and Mackell, 2001; Tschoner et al., 
2007). 
Die Dosierung von Amisulprid beträgt zu Beginn 400-800 mg/Tag bei Patienten mit Po-
sitiv- und Negativsymptomatik, es kann je nach erhöhter Positivproblematik auf 1200 
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mg/Tag erhöht werden. Die Einnahme erfolgt zweimal täglich. Bei einer primären Nega-
tivsymptomatik beträgt die Dosierung 100-300 mg/Tag. Häufig (1-10%) treten unter der 
Therapie mit Amisulprid Erregungszustände, Schlafstörungen, Hypotension und Mund-
trockenheit auf. Des Weiteren treten sexuelle Unlust sowie ein erhöhter Prolaktinspiegel 
auf, was auf dessen stärkere Wirkung auf die Hypophyse zurückzuführen ist, da sich diese 
außerhalb der Blut-Hirn-Schranke befindet. Auch seine antiemetische Wirkung ist deut-
lich ausgeprägt, da die Triggerzone der Area postrema ebenfalls außerhalb der Blut-Hirn-
Schranke liegt. Weitere Nebenwirkungen sind Amenorrhö und Galaktorrhö (Estler, 2006; 
Mutschler, 2013). Kontraindiziert ist es bei prolaktinabhängigen Turmoren sowie Nie-
reninsuffizienz und ausgeprägten Hirnschäden. Aluminiumhaltige Antazida und Sucral-
fat reduzieren die Resorption von Sulpirid. Die gleichzeitige Gabe von Amisulprid mit 
Levodopa (Antiepileptikum), ein Prodrug, das als Vorstufe für die Biosynthese von unter 
anderem Dopamin dient oder Piribedil (Parkinsontherapeutikum), welches ein Dopa-
minagonist ist, sollte vermieden werden, da es die psychotischen Beschwerden auslösen 
oder verstärken kann. Des Weiteren sollten Wirkstoffe wie Amiodaron, Chinidin oder 
Citalopram, welche die Erregungsleitung am Herzen beeinflussen und dadurch das Risiko 
des Hervorrufens von Herzrhythmusstörungen erhöhen können, nicht gleichzeitig einge-
nommen werden. 
 
1.7 Debrisoquin und 4-Hydroxydebrisoquin 
 
1.7.1 Medizinischer Hintergrund 
 Debrisoquin ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der Antihypertensiva. Es wird zur Thera-
pie des Bluthochdrucks seit Jahrzehnten nicht mehr angewandt. Anhand von Debrisoquin 
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1.7.2 Chemische Struktur 
 
Tabelle 1-4: Chemische Struktur von Debrisoquin und 4-Hydroxydebrisoquin 
                             Arzneistoff                                     Chemische Struktur 
                                   
                    
 
Die Berechnungen des Anteils der Struktur der protonierten Form von 99,997% (Abbil-
dung 1-8) und des pks-Wertes von 11,97 von Debrisoquin wurden mit der ADMET Pre-
dictor Software Simultations Plus (Lancaster, USA) bei einem physiologischen pH-Wert 
von 7,4 ermittelt. 
 
 









Debrisoquin wird durch die oxidative Metabolisierung (Hydroxylierung) unter CYP2D6 
zu 4-Hydroxydebrisoquin metabolisiert und über den Urin ausgeschieden (Cerqueira et 
al., 2000; Gonzalez et al., 1988; Malcolm and Marten, 1976; Medina et al., 1969). Es hat 
sich gezeigt, dass die extreme Variabilität in der Metabolisierung von Debrisoquin erblich 
ist und sich in Form von zwei extremen Phenotypen äußert. Dabei handelt es sich um die 
Extensiv-Metabolisierer (EM) und die Langsam-Metabolisierer (PM), wobei die Lang-
sam-Metabolisierer etwa zehn Prozent der Bevölkerung ausmachen (Mahgoub et al., 
1977). Ein genetischer Defekt ist für die verlangsamte beziehungsweise fast vollständig 
fehlende Hydroxylierung von Debrisoquin zu 4-Hydroxydebrisoquin verantwortlich. Die 
Hydroxylierung erfolgt an der Position 4. Die Ausscheidung findet mit zunehmender Po-
larität über die Hydroxylierung und anschließender Glukuronidierung über die Niere statt 
(Abbildung 1-9). 
 
Abbildung 1-8: Metabolisierung von Debrisoquin zu 4-Hydroxydebrisoquin und anschließender Glukuro-
nidierung. 
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1.8 Ziele und Zusammenfassung 
 
Die Bedeutung genetischer Variation bei der Biotransformation von Arzneimitteln ist gut 
bekannt. Es hat sich in den letzten zwei Dekaden gezeigt, dass in den Genen einiger Arz-
neimittel-Membrantransporter eine erhebliche erbliche Variation besteht. Aus diesem 
Grunde und wegen der Bedeutung bei Arzneimittel-Interaktionen ist die Erforschung der 
relevanten Membrantransporter inzwischen zu einem wichtigen Bestandteil der präklini-
schen und frühen klinischen Arzneimittelentwicklung geworden. Für hydrophobe Arz-
neistoffe sind Efflux-Transporter wie der Multidrug-Resistance-Proteine 1 (MDR1) von 
großer Bedeutung. Hinzu kommen für die hydrophilen Arzneistoffe viele Influx-Trans-
porterproteine wie beispielsweise die organischen Kationentransporter (OCTs), die die 
Aufnahme von organischen kationischen Molekülen in die Zelle beschleunigen. 
Um bei Transportmessungen Konzentration innerhalb der Zelle zu messen, ist heute ne-
ben der immer noch weit verbreiteten Anwendung der radioaktiven Markierungen die 
Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) das am häufigsten verwendete analyti-
sche Verfahren. Jedoch lässt sich nicht jede bereits publizierte Methode problemlos auf 
die vorhandenen Gegebenheiten und Anforderungen bezüglich der Empfindlichkeit über-
tragen. Daraus ergaben sich die speziellen Herausforderungen der vorliegenden Arbeit. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden folgende Ziele verfolgt: Für Untersu-
chungen zur Bedeutung organischer Kationentransporter sollte zunächst die Optimierung 
und Validierung von HPLC-Methoden zur quantitativen Bestimmung der Arzneistoffe 
Proguanil, Cycloguanil, Amisulprid, Debrisoquin und 4-Hydroxydebrisoquin erfolgen. 
Die Biochemie der zellulären Aufnahme von Proguanil sowie Cycloguanil sollte geklärt 
werden. Dies sollte erfolgen anhand von HEK293-Zellen, welche die vermutlich hier re-
levanten organische Kationentransporter OCT1-3 sowie OCTN1 und OCTN2 exprimier-
ten. Zur weiteren Klärung und Bestätigung sollten auch Experimente mit Inhibition des 
Transports an den oben erwähnten OCTs durchgeführt werden. Ferner sollten zu Progu-
anil und Cycloguanil die Auswirkungen der bei Europäern relevanten und natürlicher-
weise auftretenden Genvarianten und Interaktionen mit weiteren Arzneistoffen auf den 
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Membrantransport analysiert werden. Schließlich sollte der Transport von Proguanil 
durch Erythrozytenmembranen mit anschließender Inhibition des vermeintlichen Trans-
ports und der Interaktion mit weiteren Arzneistoffen analysiert werden. Durch die Vali-
dierung und Optimierung der HPLC-Methoden konnten die Konzentrationen der Arz-
neistoffe Proguanil, Cycloguanil, Amisulprid sowie Debrisoquin quantitativ bestimmt 
werden. Die obigen Arzneistoffe konnten mit der erforderlichen Empfindlichkeit und Prä-
zision gemessen werden 
Die In-Vitro-Versuche zeigten, dass das Antimalariamittel Proguanil und sein aktiver 
Metabolit Cycloguanil über die elektrogenen organischen Kationentransporter OCT1, 
OCT2 und OCT3 mit unterschiedlicher Vmax und KM transportiert werden können. Die 
organischen Kationentransporter OCTN1 und OCTN2 zeigten hingegen keine Beschleu-
nigung der zellulären Aufnahme der beiden Substanzen. 
Ausgewählte Polymorphismen des OCT1, die mit einer erhöhten Häufigkeit bei Kauka-
siern auftreten und Auswirkungen auf die Aufnahme von anderen Arzneistoffen zeigten, 
zeigten auch bei Proguanil und Cycloguanil einen veränderten und in der Regel reduzier-
ten Membrantransport. Die gleichzeitige Gabe weiterer Pharmaka (insbesondere Meflo-
quin, Chinin oder Omeprazolmit unterschiedlichen Konzentrationen führten zu einer Re-
duktion des Membrantransports von Proguanil und Cycloguanil an OCT1. 
Der erythrozytäre Transport des Antimalariamittels Proguanil durch die Erythrozyten-
membran konnte ebenfalls analysiert werden. Dieser war unter anderem mit L-Carnitin 
hemmbar und folgt einer Michaelis-Menten-Kinetik. Die Ergebnisse zeigen, dass die or-
ganischen Kationentransporter eine bedeutende Rolle bei der Aufnahme und Ausschei-
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1.9 Aims and summary of this work 
 
The importance of genomic variation in the biotransformation of drugs is well known. 
Only in the last two decades, the big importance of drug membrane transporters and of 
genomic variation in their genes became apparent. For this reason and because of the 
importance in drug-drug interactions, the identification of the relevant membrane trans-
porters has meanwhile become an essential part of pre-clinical and early clinical drug 
development. Particularly for hydrophobic drugs the ATP consuming efflux transporters 
like the multidrug resistance transporter 1 (MDR1) are highly important. In addition to 
the efflux transporters, there are influx transport proteins which accelerate the uptake of 
hydrophilic cationic molecules into the cell. One group of these influx transporters are 
the organic cation transporters (OCTs). In order to measure substrate concentrations in 
transport experiments within the cell, the analytical method of the high pressure liquid 
chromatography (HPLC) is the most commonly used procedure alongside to the still 
widespread use of radioactive labels. However, not every previously published method 
can be easily transfered to the existing conditions. The specific challenges of this present 
work resulted from the small volumes and low concentrations to be analyzed in the 
transport experiments.  
The thesis had the following objectives:  
 
Firstly, the HPLC methods for quantitative analysis of drugs such as proguanil, cy-
cloguanil, amisulpride and debrisoquine for membrane transport experiments should be 
optimized and validated. The cellular uptake of proguanil and cycloguanil should be 
measured in HEK293 cells which overexpress the organic cation transporters OCT1, -2, 
and -3 and OCTN1 and -N2. The data should be further validated by inhibition of the 
transport using typical inhibitors of OCTs and drugs relevant as comedication. In addi-
tion, the impact on the relevant inherited variants of organic cation transporters should be 
analyzed. Finally, the transport of proguanil into non-infected erythrocytes should be 
characterized. This should include inhibition experients with prototypical inhibitors of 
organic cation transporters and with substances relevant as co-medication. 
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Based on validation and optimization of HPLC methods, the concentration of the drugs 
proguanil, cycloguanil, amisulpride and debrisoquine could be determined quantitatively. 
The drugs were measured and detected in the low nanogram/ml concentration range.  
In-vitro experiments showed that the antimalarial drug proguanil and its active metabolite 
cycloguanil can be transported with different maximum transport velocities and affinities 
by the electrogenic organic cation transporters OCT1, OCT2 and OCT3. In contrast to 
them, the organic cation transporter OCTN1 and OCTN2 overexpressed in HEK cells 
didn´t show any increase in the cellular uptake of proguanil and cycloguanil.  
Selected inherited variants of OCT1 existing in Caucasian populations with a relatively 
high frequency and differing in their transport functions with many other drug also 
showed altered uptake of the drug proguanil and its active metabolite cycloguanil here. 
Coincubation with other drugs or model substrates in different concentrations showed 
significant reductions in the transport of proguanil and cycloguanil by OCT1. In particu-
lar, transport activity was reduced by quinine, mefloquine and omeprazole. 
A carrier-mediated transport of the antimalarial drug proguanil through the erythrocyte 
membrane could also be shown. This process could be inhibited and followed a Michae-
lis-Menten kinetics. Interestingly, the erythrocyte uptake could be inhibited by the OCTN 
substrate carnitine, a finding which requires further studies considering that overexpres-
sion of OCTN1 and OCTN2 in HEK cells did not increase proguanil or cycloguanil up-
take. In conclusion, the results showed that the organic cation transporters OCT1, OCT2 
and OCT3 may play a role in the absorption and secretion of proguanil and cycloguanil 
within the human organism. 
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4-Hydroxydebrisoquin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Acetonitril Merck, Darmstadt 
Ameisensäure Merck, Darmstadt 
Amisulprid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
BCA Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Bicinchoninsäure-Lösung Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
l-Carnitinhydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Chininhydrochloriddihydrat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Chloroquindiphosphat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Cycloguanilhydrochlorid Santa Cruz Biotechnology 
Debrisoquin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Doxycyclinhyclat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium Invitrogen, Karlsruhe 
Essigsäure 100%, pro analysis Merck, Darmstadt 
Ethanol vergällt 99% Chemie Vertrieb Hannover 
Fetales Kalbsserum (FBS) Invitrogen, Karlsruhe 
Hydroxychloroquinsulfat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Kupfersulfatpentahydrat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Mefloquinhydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Metforminhydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Methanol für HPLC Merck, Darmstadt 
Metoclopramidhydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
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Reagenzien Hersteller 
Metoprololtartrat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
1-Methyl-4phenylpyridinium-iodid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Natriumacetat Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat BioRad, Hercules, USA 
Omeprazol Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ondansetron- hydrochloriddihydrat Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Penicillin/Streptomycin- Lösung Invitrogen, Karlsruhe 
Phosphorsäure 85% Merck, Darmstadt 
Polylysin-D-hydrobromide Invitrogen, Karslruhe 
Proguanilhydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Pyrimethamin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Rabeprazol Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
PBS- Pulver (Dulbecco´s 10-fach) AppliChem, Darmstadt 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Sulpirid Santa Cruz Biotechnology 
Sultopridhydrochlorid Santa Cruz Biotechnology 
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Salzsäure 31% Merck, Darmstadt 
Tiapridhydrochlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Trypanblau-Lösung (4%) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 














50ml Zentrifugenröhrchen Beckmann, München 
96 Well Platte Sartstedt 
Evolute WCX30 96well Platte Biotage, Uppsala 
Kulturflaschen 75cm² Sarstedt, Nümbrecht 
LiChrosorb S60 Säule Merck, Darmstadt 
Lichrospher C18e Säule Merck, Darmstadt 
Lichrospher CN 100 Säule Merck, Darmstadt 
LichrospherCN5µMVorsäule Merck, Darmstadt 
PAMPA-Platten CORNING, Bedford, USA 
Parafilm Brandt, Wertheim 
Petri-Schalen für Zellkultur, Falcon 
353003 Schütt, Göttingen 
Petri-Schalen für Zellkultur, Falcon 
353025 Schütt, Göttingen 
Pipettenspitzen [10µl,100µl,1000µl] Sarstedt, Hamburg 
Reaktionsgefäße 1,5ml und 2ml Sarstedt, Hamburg 
Sterile Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt, Hamburg 
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2.3  Geräte 
 
Gerät Hersteller 
Zentrifuge 5810 R Sarstedt, Hamburg 
CO2-Inkubator BBD 6220 Hereaus, Hanau 
Evaporator Dri Block 3A Techne, Staffordshire, UK 
Feinwaage Sartorius, Göttingen 
Hitachi-Merck-HPLC-System Merck, Darmstadt 
Laborfuge 400R Heraeus, Hanau 
Magnetrührer IKAMAG, Staufen 
Microskop Axiovert 40 CFL Zeiss, Jena 
MS 2 Minishaker-Vortexer IKA, Staufen 
Neubauer improved Zählkammer Schütt, Göttingen 
Sterilbank-Clean Air type DFL/REC4 
KL2A 
Mahl, Trendelburg 
Tecan Ultra Männedorf, Schweiz 
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2.4 Software und Datenbank 
 
Software Hersteller 
ADMET Predictor  Simultations Plus, Lancaster, USA 
Endnote X7 Wintertree Software Inc. 
DocCheck Fachinformation DocCheck Medical Services GmbH, Köln 
HPLC-System Manager D7000 Merck, Darmstadt 
MathType 6 Design Science Inc, Long Beach,USA 
MDL ISIS DRAW 2.5 MDL Information Systems Inc, Hayward, USA MS Office 2013 Microsoft, USA 
Rote Liste Rote Liste GmbH, Frankfurt am Main 
Sigma Plot 12 Systath, Erkrath 





HEK-OCT1 Institut Klinische Pharmakologie (generiert durch Ali Reza Saadatmand), Universitäts-medizin Göttingen HEK-OCT2 Institut Klinische Pharmakologie (generiert durch Manar Abu Abed), Universitätsmedi-zin Göttingen HEK-OCT3 Prof. Koepsell, Dr. Gorboulev,Justus-Maxi-milians-Universität Würzburg HEK-OCTN1 Institut Klinische Pharmakologie, Universi-tätsmedizin Göttingen HEK-OCTN2 Institut Klinische Pharmakologie, Universi-tätsmedizin Göttingen 
Erythrozyten Blutbank, Universitätsmedizin Göttingen 
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Verwendete Arzneistoffe, die in der Arbeit zum Einsatz gekommen sind, liegen in der folgenden Tabelle 5 vor. 
 
Tabelle 2-1: Weitere Verwendete Arzneistoffe 
 
Name Handels-na-men Wirkstoffklasse Pharmakologische Wirkung Carnitin L-Carnitin Chemische Verbin-dung Transport von langkettigen Fettsäuren durch die Mito-chondrienmembran Chinin Limptar N® Muskelrelaxans, An-timalariamittel Hemmung der Bildung der Hämpolymerase der Erreger, somit kommt es zum Abster-ben des Erregers in den Eryth-rozyten Chloroquin Resochin® Antiprotozoika, An-tirheumatika Hemmung der Kristallisation von Hämozoin.  Zusätzlich findet es Einsatz bei der rheumatoiden Arthritis so-wie bei Lupus erythematodes Doxycyclin Doxymono® Antibiotika Hemmung der Proteinbiosyn-these durch reversible Blo-ckade der Aminoacyl-t-RNS an die 30S-Untereinheit,es kommt zum Stopp der Elongation der Peptidkette Hydroxychloro- quin Quensyl® Antiprotozoika Der Wirkstoff ist abgeleitet von Chloroquin. Es besitzt die selbe pharmakologische Wir-kung wie Chloroquin Mefloquin Lariam® Antiprotozoika Der genaue Wirkmechanismus ist nicht bekannt.  Metformin Siofor® Antidiabetika Hemmung der Glucose-Neubil-dung in der Leber, Metoprolol Beloc®  Antihypertensiva Hemmung der β- Adrenorezep-toren, vorwiegend β1 am Her-zen, somit führt es zur Senkung der Schlagfrequenz, der Kon-traktilität sowie Erregungslei-tungsgeschwindigkeit des Her-zes. Naringin Naringin Glycosid des Narin-genin Bitterstoff in Zitrusfrüchten, hemmt Subtypen des CYP 450 
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Name Handels-na-men Wirkstoffklasse Pharmakologische Wirkung Omeprazol Omep® Protonenpumpenblo-cker Hemmung der H
+-K+-ATPase und somit verminderte Proto-nenfreisetzung und Anstieg des pH-Wertes des Magensafts Ondansetron Zofran® Antiemetikum Hemmung der Serotoninwir-kung an 5HT3-Rezeptoren am viszeralen efferenten Vagus so-wie im Brechzentrum des ZNS Pyrimethamin Daraprim® Antiprotozoika Hemmung der Dihydrofolatre-duktase der Protozoen Rabeprazol Pariet® Protonenpumpen-blocker Hemmung der H
+-K+-ATPase und somit verminderte Proto-nenfreisetzung und Anstieg des pH-Wertes des Magensafts Venlafaxin Trevilor® Antidepressivum Es vermindert die Rückaufnahme von Serotonin und Noradrenalin die präsynaptischen Vesikeln an bestimmten Synapsen im Gehirn Verapamil Vera- Lich® Calciumantagonist Einsatz bei chronisch stabiler An-gina pectoris, als Antiarrhythmi-kum bei Herzrhythmusstörungen   
 
2.6 Methoden 
2.6.1 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
 
Eine der bedeutenden Methoden in der pharmazeutischen Analytik ist die Hochleistungs-
flüssigkeitschromatographie, bei der Substanzen unterschiedlichster Art untersucht und 
identifiziert werden können. Sowohl Peptide, Kohlenhydrate, Hormone als auch Arz-
neistoffe können durch verschiedenste Trennverfahren voneinander selektiert und detek-
tiert werden. Entwickelt wurde die HPLC aus der Säulenchromatographie (Lindsay, 
2000), bei der die Säule mit dem Trennmaterial zu Beginn per Hand gefüllt wurde. Eine 
effektive Chromatographie benötigt ein Trennmittel (stationäre Phase) kleinster Partikel-
größe sowie leistungsstarke Pumpen, die das Elutionsmittel (mobile Phase) mit hohem 
Druck konstant befördern können. Die mobile Phase treibt dabei die Probe in gelöster 
Form über die stationäre Phase. Wechselwirkungen führen schließlich zur Auftrennung 
des Probengemisches in seine einzelnen Bestandteile. Alle theoretischen Grundlagen der 
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HPLC, welche in den folgenden Untertiteln erläutert werden, stammen aus der Literatur 
(Bauer, 1999; Kromidas, 2011; Meyer, 2009; Rücker, 2001) sowie unseren festgelegten 
Spezifikationen. 
 
2.6.2 Konzentrationsbestimmungen mittels HPLC 
 
2.6.2.1 Theoretische Grundlagen  
Die Chromatographie ist ein physikalisch-chemischer Trennprozess, bei dem die zu tren-
nenden Substanzen in Form eines Probengemischs zwischen zwei Phasen verteilt werden. 
Die Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) ist die meist angewandte Form der 
chromatographischen Trennung in der pharmazeutischen Analytik. Ein Vorteil bsp.-
weise gegenüber der Gaschromatographie liegt darin, dass die Substanzen nicht ver-
dampft werden müssen. Sie können im gelösten flüssigen Zustand untersucht werden. Die 
Methode hat eine hohe Flexibilität, denn für wohl jede Problemstellung in der Analyse 
der Substanzen kann ein selektives Trennsystem durch eine veränderte Zusammenset-
zung der stationären und mobilen Phase erreicht werden. Dabei trägt eine Phase (mobile 
Phase) das Probengemisch in Fließrichtung über die zweite Phase (stationäre Phase), die 
ruht. Die stationäre Phase besteht aus festen Teilchen (Festkörper) in einem Rohr (Säule). 
Die mobile Phase ist eine Flüssigkeit,  welche kontinuierlich auf die stationäre Phase ge-
geben wird, bis der chromatographische Trennprozess beendet ist. Anschließend lassen 
sich die Substanzen qualitativ und quantitativ anhand eines Detektors und in Form eines 
Peaks bestimmen. 
Treten keine Wechselwirkungen zwischen der stationären Phase und der Substanz auf, 
wird die Substanz zügig mit der mobilen Phase aus der Säule eluiert und detektiert. Dabei 
zeigt sich die gar nicht an die stationäre Phase gebundene Substanz, dargestellt als Peak, 
gleich zu Beginn einer chromatographischen Darstellung. Die Zeit, die solch eine Sub-
stanz vom Zeitpunkt der Injektion bis zu ihrer Detektion in Anspruch nimmt, wird die 
Durchflusszeit tM der Säule genannt.  
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Substanzen lassen sich aufgrund ihrer Wechselwirkungen mit der stationären Phase tren-
nen. Die Elution der einzelnen Substanzen wird dadurch verzögert. Daher steht die Net-
toretentionszeit ´Rt  (Gleichung 2-1) für die Zeit, die der Analyt in der stationären Phase 
verbringt. Beschreiben lässt sie sich als Differenz aus der Retentionszeit Rt  und der 
Durchflusszeit Mt . 
                                                                     ´R R Mt t t   
Gleichung 2-1: Berechnung der Nettoretentionszeit 
 
 
Substanzen besitzen unterschiedliche Nettoretentionszeiten. Diese sind abhängig von der 
Säulenlänge, dem Säulenmaterial sowie den apparativen Parametern. Der Retentionsfak-
tor (k) (Gleichung 2-2) beschreibt das Verhältnis des Aufenthalts der Substanz in der 
mobilen und stationären Phase bei der Nutzung eines Trennsystems.  
 




Gleichung 2-2: Berechnung des Retentionsfaktors 
 
Je nach Art des überwiegenden Trennprozesses wird die Chromatographie in Adsorpti-
onschromatographie, Verteilungschromatographie, Ausschlusschromato-graphie und 
Austauschchromatographie unterteilt, wobei in der vorliegenden Dissertation auf die Ad-
sorptionschromatographie sowie die Umkehrphasenchromatographie eingegangen wird. 
Die Adsorptionschromatographie beschreibt die Anlagerung eines Stoffes an einen ande-
ren, ohne eine chemische Verbindung einzugehen. Dabei handelt es sich um eine Anla-
gerung im Oberflächenraum der stationären Phase. Das Milieu, das für die Adsorption 
bestehen sollte, wird bestimmt durch: 
 
1. Den Adsorber und dessen Aktivität: Die Kapazität der Adsorption ist von der 
Größe der Oberfläche des Adsorbers abhängig. Je größer die Oberfläche, desto 
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mehr Anlagerungsfläche ist vorhanden. Daher ist die Partikelgröße der Teilchen 
der stationären Phase von großer Bedeutung. 
 
2. Das Lösungsmittel und dessen Eigenabsorption: Lösungsmittel sollten nicht oder 
nur kaum adsorbiert werden, da sie sonst die aktiven Stellen an der stationären 
Phase blockieren. Die Ermittlung des geeigneten Lösungsmittels sollte durch Vor-
versuche bei der Methodenentwicklung vorgenommen werden.  
 
3. Die Löslichkeit der Stoffe in der mobilen Phase: Hierbei sind zwei Kombinatio-
nen zwischen stationärer und mobiler Phase zu unterscheiden: Eine polare statio-
näre Phase und eine unpolare mobile Phase (Normalphasenchromatographie) und 
umgekehrt (Umkehrphasenchromatographie). Die physikalisch-chemische 
Grundlage der Normalphasenchromatographie verläuft über permanente und in-
duzierte Dipole. Solche stationären Phasen bestehen vorwiegend aus Kieselgel 





Die mobile Phase sollte nicht adsorbiert werden, daher ist sie je nach stationärer Phase 
polar oder unpolar. Mobile Phasen sind beispielsweise Pentan, Toluol, Hexan, Oktan, und 
Abbildung 2-1: Stationäre Phase als polare Komponente  
Kieselgel(links), Lösungsmittel als unpolare Komponente (rechts) 
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Benzen. Dabei steigen die Wechselwirkungen und das „Festhalten“ der Substanzen nach 
folgender Reihenfolge mit steigender Polarität:  
Alkyle<Halogene<Ester<Alkohole<Carbonsäuren. 
Anwendung findet die Normalphasenchromatographie zur Trennung von mittel- bis 
schwachpolaren Substanzen. Stark polare Substanzen haben eine zu hohe Retention. Die 
Trennung ist umso besser, je größer die Polaritätsunterschiede sind. Die Umkehrphasen-
chromatographie, die in der vorliegenden Dissertation Anwendung fand, beschreibt eine 
unpolare stationäre Phase und eine polare mobile Phase. Dabei besteht die stationäre 
Phase aus Kieselgel, das mit chemisch gebundenen Alkylsilanen, häufig mit C-18-Alkyl-
ketten, modifiziert ist. Der Silanierung wird häufig ein weiterer Herstellungsprozess an-
gefügt. Dies wird als End-capping bezeichnet. Die Silanolgruppen, die nicht mit den Al-
kylsilanen reagiert haben, werden erneut mit Trimethylchlorsilanen passiviert. Dadurch 
wird den Gruppen die Polarität genommen. Die Länge der Alkylketten beschreibt die 
Polarität der stationären Phase. Je länger die Alkylketten, desto unpolarer ist die stationäre 




Abbildung 2-2:Stationäre Phase als unpolare Komponente  
modifiziertes Kieselgel (links), polarer Eluent (rechts)  
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Die Einstellung eines Gleichgewichts durch die Verteilung der Moleküle des Probenge-
mischs zwischen der stationären und der mobilen Phase führt zur Auftrennung eines Pro-
bengemischs in seine Bestandteile. Das Gleichgewicht wird durch die kontinuierliche Zu-
gabe der mobilen Phase gestört. Dabei bevorzugen einige Teilchen den Aufenthalt in der 
mobilen, andere hingegen den Aufenthalt in der stationären Phase. Den Verlauf einer 
chromatographischen Trennung zeigt (Abbildung 2-3): 
 
Abbildung 2-3: Einstellung des Gleichgewichts zwischen der mobilen und stationären Phase 
 
Es stellt sich nach obiger Abbildung ein neues Gleichgewicht nach circa 3,5 Körnerdurch-
messern der stationären Phase ein. Diese Entfernung stellt eine theoretische Trennstufe, 
also einen Boden, dar (Gleichung 2-3). 
LH N  
Gleichung 2-3: Berechnung der Trennstufenhöhe H 
L = Länge der Säule 
N = Bodenzahl N 
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Je länger die stationäre Phase ist, desto mehr Trennstufen sind vorhanden und somit ver-
bessert sich die Trennung der Bestandteile des Probengemischs. Dies wird durch die Ban-
denverbreiterung ausgeglichen. Die Darstellung der Analyten in Form eines Peaks ver-
größert sich durch die vermehrte Anzahl der Wechselwirkungen durch die größere zu-
rückliegende Strecke bei einer längeren stationären Phase. Daher sollte eine stationäre 
Phase gewählt werden, die eine hohe Trennstufenzahl, d.h. eine geringe Bandenverbrei-
tung hat.  
Der instrumentelle Aufbau einer HPLC-Anlage wird folgend (Abbildung 2-4) schema-
tisch dargestellt. 
 
2.6.2.2 Instrumenteller Aufbau  
 
 
Abbildung 2-4: Instrumenteller Aufbau einer HPLC-Anlage 
1. Lösungsmittelvorrat, 2. Zuleitung mit Fritte, 3. Pumpe, 4. Probenaufgabesystem, 5. Säule, 6. Detektor, 7. Abfall, 8. Datenerfassung und -verarbeitung. Das Fließmittel wird aus dem Lösungsmittelvorrat über 
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eine Kapillare mit Fritte (2) durch die Pumpe (3), der ein binäres oder quartäres Niederdruck-Gradienten-mischsystem vorangeschaltet sein kann, und mit Druck über die Trennsäule (5)gespült. Während dieses Prozesses wird über eine Dosierschleife die Probe durch Einspritzung mittels Dosierspritze (4) in das Sys-tem injiziert. Die Probe wird dadurch mit dem Fließmittel über die Säule getragen und geht Wechselwir-kungen mit der stationären und mobilen Phase ein. Anschließend wird die Probe beim Austritt aus der Säule über einen Detektor (6) bestimmt und durch eine Hard- und Software verarbeitet und als Chromatogramm in Form von Peaks dargestellt. 
 
2.6.2.3 Auswahl der Trennmethode  
Bei der Auswahl der Trennmethode werden die Eigenschaften der Probenmoleküle be-
trachtet. Diese sind in der folgenden Tabelle 2-2 dargestellt: 
 
Tabelle 2-2: Eigenschaften der Probenmoleküle 
Molekülmasse niedermolekular, hochmolekular 
Löslichkeit hydrophil, hydrophob 
Dissoziation nicht ionisch, ionisch, Kationen, Anionen 
Polarität polar, unpolar, mittelpolar 
 
Bei der Auswahl des Elutionsmittels, also der mobilen Phase, wird eine bessere Trenn-
leistung zur möglichst kompletten chromatographischen Trennung unterschiedlichster 
Analyten sowie der Abtrennung von allen typischerweise in der Grundmatrix (z.B. Hu-
manserum) existierenden Substanzen angestrebt. Das kann beispielsweise dadurch er-
reicht werden, indem man das Lösungsmittel durch ein anderes Lösungsmittel mit der-
selben Polarität ersetzt oder den pH-Wert geringfügig verändert. Die Auswahl eines De-
tektors hängt mit der chemischen Struktur des zu untersuchenden Moleküls zusammen. 
In der vorliegenden Dissertation wurde ein Fluoreszenz- sowie ein UV-Detektor verwen-
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2.6.2.4 Interner Standard  
Der interne Standard dient der Kompensation von verlorengegangen Mengen des Arz-
neistoffs, die während der Aufbereitung der Probe sowie der Aufenthaltszeit im Auto-
sampler bis zur Analyse verloren gehen könnten. 
2.6.2.5 Temperatur  
Die Temperatur spielt eine wesentliche Rolle bei der Trennung von Substanzen. Dabei 
führen höhere Temperaturen zu einer Verringerung der Retentionszeiten sowie einer Vis-
kositätserniedrigung der Substanz und der mobilen Phasen, die zu einem verminderten 
Druckabfall führen können. Die Temperatur sollte konstant gehalten werden, da viele 
Detektoren auf Schwankungen sehr empfindlich reagieren. Die Säule sollte in einen Ther-
mostatisierungsofen eingebaut werden. 
2.6.2.6 Eluentenflussrate  
Wird das Elutionsmittel mit einer entweder zu hohen oder zu niedrigen Geschwindigkeit 
über die Säule transportiert, kann dies zu einer Verschlechterung der Auflösung führen. 
Wie aus der van Deemter-Kurve (Abbildung 2-5) ersichtlich ist, ist die Trennleistung 
ebenfalls von der Fließmittelgeschwindigkeit abhängig. Die Geschwindigkeit ist von 
Länge und Durchmesser der Säule sowie der Teilchengröße des Trennmaterials abhängig. 
Die Fließmittelgeschwindigkeit muss der verwendeten Säule angepasst werden. Ein 
Druckabfall wird durch den Durchmesser des Füllmaterials der Säule sowie der Fließmit-
telgeschwindigkeit der mobilen Phase beeinflusst. Abhilfe kann hier die Reduzierung der 
Säule im Durchmesser oder der Länge sowie die Nutzung eines Elutionsmittels mit nied-
rigerer Viskosität sein. 




Abbildung 2-5: Van- Deemter-Kurve 
 
2.6.2.7 Pumpen  
Die Pumpen sind in der Regel binäre oder quartäre Kolbenpumpensysteme, die eine kon-
stante Fließgeschwindigkeit von 0,1 bis 10 ml/min ausüben. Bis zu 400 bar halten die 
Pumpen stand. Der Ein- und Auslass des Elutionsmittels wird durch Kugelventile gesteu-
ert. Sie sollen einen möglichst kontinuierlichen Fluss erzeugen. Ein pulsierendes Fließ-
mittel kann im Detektor Signalschwankungen verursachen. 
Nach der Benutzung müssen die Pumpen sorgfältig gereinigt werden, dies erfolgt meist 




Bei der UV-Detektion wird die Lichtabsorption des Eluats gemessen. Dabei müssen die 
Analyten chromophore Gruppen besitzen. Das Lösungsmittel sollte keine Eigenabsorp-
tion zeigen und keine Verunreinigungen haben, die ebenfalls absorbieren. Daher sollte 
immer darauf geachtet werden, dass die verwendeten Lösungsmittel die Reinheit zur Ver-
wendung von HPLC-Zwecken besitzen. 
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2.6.2.9 Fluoreszenzdetektor  
Viele Substanzen können zur Fluoreszenz angeregt werden. Arzneistoffe, die ein oder 
mehrere Fluorophore besitzen, emittieren Licht für eine sehr geringe Zeit. Das emittierte 
Licht ist energieärmer als das zuvor absorbierte Licht. Dabei werden die Elektronen unter 
Absorption von Photonen auf einen höheren angeregten Zustand S1 mit verschiedenen 
Schwingungsniveaus 0, 1, 2, ausgehend von S0 gebracht, fallen dann strahlungslos in den 
Schwingungszustand 0 zurück und senden dabei schließlich bei der Rückkehr in den S0- 
Zustand Fluoreszenzlicht aus. Der Aufbau ist ähnlich wie bei UV-Vis-Detektoren, sie 
besitzen zwei Monochromatoren für die Anregungs- und Messwellenlänge. 
 
2.6.3 Methodenentwicklung zur Quantifizierung von Arzneistoffen 
 
2.6.3.1 Ziel der Methodenentwicklung  
Im ersten Schritt werden die Ziele definiert, die mit der zu erstellenden Methode erreicht 
werden sollen. Die Entwicklung einer Methode sollte als Ziel haben, den zu untersuchen-
den Arzneistoff und dessen Derivate in einer biologischen Matrix, in Körperflüssigkeiten 
wie Plasma, Blut, Urin und/oder dem Liquor oder in einem chemischen Gemisch quanti-
tativ bestimmen zu können. Dabei müssen Spezifikationen festgelegt werden wie die An-
zahl und Art der Substanzen, der Konzentrationsbereich, innerhalb dessen die Substanzen 
quantitativ bestimmt werden sollen, die Matrix, aus der die Substanzen bestimmt werden 
sollen sowie die Präzision, die Richtigkeit und die Linearität der verwendeten Kalibrier-
konzentrationen sowie der Messwerte der Analyse und der Ergebnisse. Des Weiteren 
sollte Wert auf die Robustheit und Selektivität gelegt werden. Änderungen während der 
Methodenentwicklung sollten schriftlich dokumentiert und in einem Ordner hinterlegt 
werden. Nach Abschluss der Methodenentwicklung steht ein erster Entwurf der SOP. Der 
Entwurf sollte vom zuständigen Bereichsleiter sowie nach Möglichkeit einem weiteren 
sachkundigen Mitarbeiter für die Validierung analytischer Methoden auf Richtigkeit so-
wie Plausibilität geprüft und abgezeichnet werden  
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2.6.4 Methodenvalidierung in der HPLC 
 
2.6.4.1 Definition und Kriterien  
Unter Validierung versteht man den Nachweis und die Dokumentation der Zuverlässig-
keit einer Methode. 
Diese erfolgt, wenn eine Methode neu etabliert oder ein neuer Arzneistoff analysiert wird. 
Falls sich in der Methodenvalidierung systematische Fehler oder eine zu geringe Präzi-
sion zeigen, ist auch an den internen Standard als Fehlerursache zu denken (bsp.-weise: 
Instabilität, Überlagerungen, ggf. Probleme bei der Extraktion). 
Nach erfolgter Validierung werden alle relevanten Ergebnisse zusammengetragen, beur-
teilt und ein Validierungsbericht erstellt. Der Validierungsbericht beinhaltet eine kurze 
inhaltliche Zusammenfassung, das Ziel und Besonderheiten der angewandten Methode, 
eine in allen Details nachvollziehbare Beschreibung der Probenvorbereitung, der Proben-
nahme, der Probenmatrix, sowie der Probenlagerung. Des Weiteren sollte im Bericht eine 
Auflistung der zum Einsatz gekommenen Geräte und Chemikalien, der Qualitätskontrol-
len und der Kalibratoren erfolgen. Der Anhang kann beispielsweise Chromatogramme 
enthalten, die die Darstellung der Methode in Form von Peaks unterstreichen können. Der 
Umfang einer Validierung umfasst folgende Parameter:  
 
2.6.4.2 Präzision  
Sie beschreibt das Maß für die Streuung der Analysewerte. Hierbei wird zwischen der 
Methodenpräzison und der Messpräzision unterschieden. Die Messpräzision erfasst die 
Schwankungen, die durch das Messgerät verursacht werden und kann durch die Ermitt-
lung einer Mehrfachanalyse (Sechsfachbestimmung) des Standards bestimmt werden. 
Dabei muss der Variationskoeffizient Vk  (Gleichung 2-4) herangezogen werden. Der Vk  
wird in [%] angegeben. 
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                                                             100sVk x   
 
Gleichung 2-4: Berechnung des Variationskoeffizienten  
 
Der Mittelwert x  ist ein Schätzwert für den wahren Wert der Messwerte. Er beschreibt 
die Summe aller Werte dividiert durch die Anzahl der Werte (Gleichung 2-5). 
 
Die mathematische Summenformel lautet: 
 
                                                        ݔ തതത = ଵ௡ ∑ ݔ݅௡௜ୀଵ   
. 
Gleichung 2-5: Berechnung des Mittelwertes  
 
Die Standardabweichung s beschreibt das Maß für die Streuung eines Messwertes von 
ihrem Mittelwert (Gleichung 2-6). 
 
Mathematisch lautet die Summenformel: 
 
                                                        ݏ = ට∑ ሺ௫௜ି௫̅ሻమேିଵ   
 
Gleichung 2-6: Berechnung der Standardabweichung  
 
Die Methodenpräzision dient als Maß für die Streuung der Analyseergebnisse und erfolgt 
mit der Ermittlung der Schwankungen durch eine mehrfache Durchführung der gesamten 
Analyse, d.h. der Probenvorbereitung, Messung und Auswertung. Um eine Überprüfung 
der Werte auf Normalverteilung zu testen, wurde der Schnelltest nach David herangezo-
gen. „Die Werte sind mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit (meist P = 99%) nor-
malverteilt, wenn der Quotient aus Spannweite R und Standardabweichung s innerhalb 
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der von David vorgegebenen Grenzwerte befindet“(Kromidas, 2011). Dazu ist die Ta-
belle nach David im Anhang aufgeführt. 
 
Zunächst wurde eine Prüfgröße PG, wie oben beschrieben, berechnet (Gleichung 2-7): 
 
                                                                   RPG s  
 
Gleichung 2-7: Berechnung der Prüfgröße nach David  
 
Danach wurden ug und og  für die Anzahl der Messwerte und P = 99% aus der Tabelle 
nach David entnommen. Der aus der obigen Formel berechnete Wert sollte zwischen ug  
und og  liegen. Falls dies zutrifft, kann von einer Normalverteilung der Werte ausgegan-
gen werden.  
2.6.4.3 Richtigkeit  
Sie ist das Maß für die Abweichung des Messwertes vom richtigen Wert aufgrund eines 
systematischen Fehlers. Dabei wurde der zu bestimmende Arzneistoff in drei bekannten 
Konzentrationen mindestens fünffach bestimmt. Der ermittelte Mittelwert sollte um nicht 
mehr als 15% vom erwarteten wahren Wert abweichen, bei Konzentrationen an der Be-
stimmungsgrenze wird auch eine Abweichung von bis zu 20% akzeptiert. Des Weiteren 
beinhaltet die Richtigkeit die Herkunft sowie die Qualität unserer Referenzsubstanzen, 
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2.6.4.4 Robustheit  
Die Robustheit ist das Maß für die Störanfälligkeit durch veränderte Bedingungen (wie 
beispielsweise das Gerät, die Temperaturschwankungen, das gesamte Labor als Umge-
bung des Experiments sowie der pH-Wert). Bei allen Versuchen wurde ein Säulenofen 
verwendet, um die Temperatur der chromatographischen Trennung konstant zu halten. 
Die Temperaturschwankungen können zu etwaigen Veränderungen der Retentionszeiten 
sowie zu einer fehlerhaften Trennung der Substanzen führen. Die pH-Werte der Proben 
sowie des Fließmittels wurde täglich überprüft, das Fließmittel täglich frisch hergestellt. 
Des Weiteren wurden die Versuchsschritte so geplant, das keine unnötigen Zeitverluste 
bei der Probenvorbereitung anfällt, um die Stabilität der Proben nicht zu gefährden. 
 
2.6.4.5 Selektivität  
Sie beschreibt die Fähigkeit einer analytischen Methode, einen Analyten, hier ein Arz-
neistoff, selektiv und quantitativ aus dem Gemisch der Analysenprobe zu bestimmen. Die 
Leermatrix, aus der der Arzneistoff später bestimmt werden soll, sollte wenn möglich aus 
mindestens sechs unterschiedlichen Quellen herangezogen sein, um Störsignale, welche 
durch körpereigene Bestandeile wie Metaboliten, Abbau-Produkte und Begleitmedika-
tion stammen, testen und später ausschließen zu können. 
Für die vorliegende Arbeit gilt: Die Transportversuche wurden aus einer Matrix von ly-
sierten Zellbestandteilen transfizierter HEK-Zellen durchgeführt. Hinzu kam eine Matrix 
aus HBSS-Medium, ebenfalls mit einem Lysepuffer (Acetonitril/Puffer (80%/20%) so-
wie die reine Referenzsubstanz, gelöst in bidest. H20. Diese Matrices wurden als Grund-
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2.6.4.6 Stabilität  
Die Stabilität der Stammlösungen wurde laborintern durch die Bestimmung der Konzent-
ration bei RT zu verschiedenen Zeitpunkten geprüft. War die Konzentration gleich, so 
war für uns die Stabilität gegeben. Des Weiteren wurden drei Arten der Stabilität analy-
siert: Zum einen ist es die Kurzzeitstabilität. Sie definiert sich über die Stabilität der Pro-
ben zwischen 4 und 24 Stunden. Als zweite Art gibt es die Langzeitstabilität, die angibt, 
ob die Probe mindestens in der Zeit, in der sie sich zwischen Probennahme und Analyse 
befindet, stabil bleibt. Als dritte Art wird die Einfrier-Auftau-Stabilität getestet. Dabei 
wurden die Proben nach Erhalt 24 Stunden eingefroren und später bei RT ohne jegliche 
Maßnahmen aufgetaut und analysiert. Dieser Zyklus wurde dreimal mit zwei verschiede-
nen Konzentrationen wiederholt. Eine weitere Form der Stabilität ist die Stabilität der 
aufgearbeiteten Probe im Probengeber über 24 Stunden bei Reinjektion. Die Robustheit 
wurde bei allen Versuchen mit einer dreimaligen Wiederholung an drei verschiedenen 
Tagen durchgeführt. Alle Substanzen waren über einen Zeitraum von 24 Stunden bei RT 
stabil und haben sich nicht zersetzt. 
 
2.6.4.7 Linearität  
Sie beschreibt die Fähigkeit einer Methode, Messergebnisse innerhalb eines Konzentra-
tionsbereichs zu generieren und wird durch die Abhängigkeit der Konzentration oder der 
Menge des Analyten durch eine Geradengleichung (lineare Regression) beschrieben. Die 
lineare Funktion lautet (Gleichung 2-8): 
 
y ax b   
Gleichung 2-8: Berechnung der linearen Regression 
Dabei steht y für die Peakfläche, α für eine Konstante, b für die Steigung und x für die zu 
ermittelnde Konzentration. Analysen mit nichtlinearer Konzentrations-Signalfunktion 
können valide durch entsprechende Funktionen analysiert werden. 
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2.6.4.8 Kalibrierkurve  
Sie besteht aus fünf bis acht Konzentrationen, die den zu erwartenden gesamten Konzent-
rationsbereich umfassen. Die Abweichung der Standardkonzentrationen zu den zugehö-
rigen Sollkonzentrationen über dem LLOQ sollte unter 15% liegen. Die Abweichung des 
LLOQ zur Sollkonzentration darf nicht mehr als 20% betragen. Letztendlich sollten vier 
aus sechs Standardkonzentrationen innerhalb des aufgeführten Bereichs des LLOQ lie-




Die Nachweisgrenze, auch LOD (Limit Of Detection) ist die kleinste noch nachweisbare 
Menge des Arzneistoffs (Konzentration). Im Allgemeinen geht man davon aus, dass die 
Signalstärke (z.B. Peakhöhe oder Peakfläche) dreimal höher als das Hintergrundrauschen 
des Detektors sein muss (Kromidas, 2011). 
2.6.4.10 LOQ 
 
Die Bestimmungsgrenze, auch LOQ (Limit Of Quantification) beschreibt die kleinste 
noch quantifizierbare Menge des Arzneistoffs (Konzentration). Sie liegt bei einem Sig-
nal-Rausch-Verhältnis von 9:1 (Kromidas, 2011). Der Variationskoeffizient darf beim 
LOQ nicht über 20% abweichen. 




Das Akronym PAMPA-Assay (parallelartificial membrane permeability assay) steht 
für eine Prüfung, bei der die Permeabilität einer künstlich geschaffenen Membran an-
hand gewählter Substanzen getestet werden kann. Dabei erfolgt der Übergang durch die 
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Membran ohne jegliche Transporter und gibt Aufschluss darüber, ob die gewählte Sub-
stanz, in dem Fall Proguanil und Cycloguanil, ohne einen nötigen Transporter durch die 
Membran übertreten kann oder nicht. Die Platten wurden bei -20°C gelagert und zu 
Beginn des Versuchs 30 Min. auf Raumtemperatur gebracht. Währenddessen wurde 
eine Verdünnungsreihe mittels der Stammlösung des Arzneistoffs in einer phosphatge-
pufferten Salzlösung (PBS) hergestellt. Die Zusammensetzung des PBS-Puffers ist wie 
folgt: 
 Zusammensetzung:   Auf 1 Liter destilliertes Wasser:   di-Natriumhydrogenphosphat wasserfrei 11500,00 mg/L 
 Kaliumchlorid 2000,00 mg/L 
 Kaliumdihydrogenphosphat 2000,00 mg/L 
 Natriumchlorid 80000,00 mg/L 
 
Je 300 μl der phosphatgepufferten Salzlösung (PBS, pH 7.4), welche die aufsteigenden 
Konzentrationen des Arzneistoffs Proguanil sowie Cycloguanil (0, 125, 250 und 500 
μM) enthielten, wurden in die Donor-Positionen auf der Platte und 200 μl des PBS (pH 
7,4) in das Gegenstück pipettiert. Die Platte wurde für fünf Stunden bei Raumtemperatur 
gelagert. Während der Inkubationszeit von fünf Stunden tritt der Arzneistoff aus der 
Donorseite in die Lösung der Akzeptorseite über. Am Ende der Inkubation wurden beide 
Platten, also Donor- und Akzeptorseite, voneinander getrennt, 150 μl von jeder Seite 
entnommen, in eine 96 Well-Platte pipettiert. Hinzu wurde zum Abgleich die Ausgangs-
konzentration ebenfalls in die 96 Well Platte pipettiert und die Konzentrationen mittels 
TECAN bei einer Wellenlänge von 280 nm gemessen. Durch die UV-Detektion bei 254 
nm bei der HPLC lag man hier dicht bei dem Absoptionsmaxium der beiden Arz-
neistoffe (254 nm und 279 nm). 
Die Membranpermeabilität ( Pe) (Gleichung 2-9) wurde wie folgt bestimmt:  
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ln[1 ( ) / ( )] / [ (1 / 1 / ) ]Pe KA VA VD KD VD KA VA A VD VA t            
Gleichung 2-9: Berechnung der Membranpermeabilität mittels des PAMPA-Assays 
 
KD  und KA  sind die Konzentrationen der Donor- und Akzeptor-Positionen. VD  und 
VA sind die Flüssigkeitsvolumina der Donor- und Akzeptor-Positionen. A steht für die 
Membranoberfläche und t für die Inkubationszeit. VD , VA, A  und t  sind in allen Ex-




2.7.2.1 Arbeiten mit HEK-Zellen 
 
Die Zelllinie HEK293 beschreibt humane embryonale Nierenzellen, welche Anfang der 
60iger Jahre des letzten Jahrhunderts von Harvey Shein an der Universität von Harvard 
etabliert wurden. HEK293 sind hypotriploide adhärent wachsende Epithelzellen. Stabil 
überexprimierende Zelllinien, die jeweils eines der Proteine OCT1, OCT2, OCT3 sowie 
OCTN1 und OCTN2 exprimierten, waren zuvor am Institut für Klinische Pharmakologie 
generiert, kodiert und transfiziert worden. Details zur Herstellung dieser Zelllinien sind 
an anderer Stelle publiziert (Saadatmand et al., 2012). OCT3 wurde freundlicherweise 
von Prof. Koepsell aus Würzburg zur Verfügung gestellt. 
 
2.7.2.2 Einfrieren von Zellen   
In einer frühen Passage wurden die Zellen zum Einfrieren vorbereitet. Aus einer dicht 
besiedelten Kulturflasche wurden die Zellen mit DME-Medium zu Beginn in ein 50 ml-
Röhrchen überführt und bei 300 x g für 3 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert (He-
raeus Laborfuge 400R). Anschließend wurde das Medium abgesaugt und die Zellen in 
einem Medium mit einer Zusammensetzung von 90% FCS + 10% DMSO resuspendiert 
und 2 ml zügig in vier Kryoröhrchen (Nunc®) abgefüllt, beschriftet und sofort in einem 
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Eisbad (Eis + Eiswasser und NaCl) für eine Stunde kalt gestellt. Nach einer Stunde wur-
den die befüllten Kryoröhrchen für eine Woche bei -80°C gelagert. Darauf folgend sind 
die Kryoröhrchen für eine dauerhafte Lagerung in einen mit flüssigem Stickstoff 
(-196°C) gefüllten Tank überführt worden. 
 
2.7.2.3 Revitalisieren von eingefrorenen Zellen  
 
Um eine Revitalisierung der in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen zu erreichen, wur-
den die 4 Kryoröhrchen schnell in einem Wasserbad bei 37°C für 2 min aufgetaut und in 
ein mit 10 ml vorgewärmten DME-Medium befüllten 50 ml-Röhrchen gegeben und ab-
zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und 6 ml DME-Medium zum 
Pellet gegeben und resuspendiert. Die Suspension wurde dann in eine 25 cm2 Kulturfla-
sche überführt und für 2-3 Tage im CO2-Inkubator kultiviert. Nach 2-3 Tagen wurden die 
Zellen in eine 75cm2 Flasche überführt und alle drei Tage passagiert. 
Die Ausgangsvitalität war nach zwei bis vier Passagen wieder gegeben. Die Zellen konn-
ten dann experimentell eingesetzt werden. 
 
2.7.2.4 Medium ansetzen  
Das DME-Medium wurde mit 50 ml FBS und 5 ml 1%-iger Penicillin/Streptomycin- Lö-
sung versetzt. Das DME-Medium enthält 4,5 g/l Glucose, Glutamin und Pyruvat. Das 
FBS ist fetales Kälberserum. 
Dazu wurde das Medium im Wasserbad auf 37°C erwärmt, 55 ml des Mediums abge-
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2.7.2.5 Zellenaussaat  Das DME-Medium, versetzt mit FCS und 1%iger Penicillin/Streptomycin, wurde im 
Wasserbad auf 37°C erwärmt. Neue Kulturflaschen wurden beschriftet und mit 15 ml des 
obigen Mediums befüllt. Anschließend wurde das Medium aus den alten Kulturflaschen 
abgesaugt, mit 3,5 ml Trypsin TrypLE Express (Invitrogen) versetzt und für 5 Minuten 
im 5% CO2-Inkubator inkubiert. Dadurch lösten sich die Zellen vom Boden der Kultur-
flaschen. Trypsin, zugehörig zu den Endopeptidasen, spaltet die Proteine in Aminosäu-
ren. Dadurch kommt es zu einem Abbau von Proteinen, die für die Aufrechterhaltung des 
Zellverbands nötig sind. Hierdurch haben die Zellen nur einen geringen Halt an der Ober-
fläche der Petri-Schalen und können leicht durch anschließender Zugabe von 10 ml DME-
Medium versetzt mit FCS und 1%iger Penicillin/Streptomycin von dieser gelöst werden. 
Die Zellen wurden daraufhin sorgfältig vom Boden der Kulturflasche mittels 10 ml 
Glaspipetten abgespült. Die entstandene Zellsuspension wurde anschließend in eine 50 
ml Falcon-Flasche überführt und bei 1400 rpm für 3 Minuten bei Raumtemperatur zent-
rifugiert. Der Überstand wurde nach der Zentrifugation abgesaugt und das Sediment mit 
frischem DME-Medium resuspendiert. In die neuen Kulturflaschen wurden 2 ml der Zell-
suspension gegeben. 20 µl wurden zur Zählung der Zellen in ein 1,5ml Eppendorfgefäß 
gegeben, mit 20 µl DME-Medium sowie 40 µl Trypanblau versetzt und anschließend in 
der Neubauer-improved-Zählkammer gezählt. 
 
2.7.2.6 Zählen der Zellen 
 
Die Anzahl der Zellen wird mittels der Neubauer-improved-Zählkammer bestimmt. Da-
bei werden 20 μl DME-Medium, 20 μl Zellsuspension sowie 40 µl Trypanblau vermischt. 
Die Unterscheidung der toten zu den lebendigen Zellen basiert auf der Tatsache, dass der 
Farbstoff Trypanblau von den lebenden Zellen zurück in das Medium gespült wird. Unter 
dem Mikroskop erscheinen die lebendigen Zellen daher heller als deren blaue Umgebung. 
Tote Zellen hingegen können den blauen Farbstoff nicht in das Medium zurückführen 
und bleiben dunkelblau. Die Neubauer-improved-Zählkammer ist eine 30 mm x 80 mm 
große und etwa 5 mm dicke Glasplatte, die so konzipiert ist, dass 16 Felder zu je 4 Kom-
partimenten in der Mitte der Glasplatte angeordnet und als Vertiefung dargestellt sind. 
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Vor der Aufgabe der Probe wurde ein Deckglas auf die Vertiefung gegeben und 10 µl 
Probe unter das Deckgläschen pipettiert. Die Probe verteilte sich in die einzelnen Kom-
partimente. Anschließend wurde die Anzahl der Zellen gezählt und der Mittelwert aus 
den vier Quadraten bestimmt, sodass sich die Zellzahl x 104/ml ergibt. Für die Erythro-
zyten wurde ebenfalls die Neubauer-improved-Zählkammer benutzt, die ein zusätzliches 
Kompartiment in der Mitte der vier Kompartimente enthält, welches zur Zellzählung von 
Erythrozyten genutzt werden kann (siehe Kapitel 2.8.2). 
2.7.2.7 Proteinmessung 
 
Die BCA-Lösung wurde bereits durch Smith et al. im Jahre 1985 (Smith et al., 1985) 
beschrieben. Die Detektion basiert auf einer Reduktion von Cu2+ zu Cu+-Ionen durch das 
Protein. Aus dem Proteinkomplex entsteht ein Komplex mit dem Reagenz „Bicichoninic-
Acid“. Die Stickstoffatome sind für die Komplexbildung mit dem Cu+-Ion verantwort-
lich, die Carboxylgruppen dienen der Wasserlöslichkeit des Komplexes und des Reagen-
zes. Bei einer Wellenlänge von 562 nm erreicht es ein Absorptionsmaximum. Bei diesem 
Versuch wird die absolute Proteinkonzentration durch die Farbänderung der Probenlö-
sung von Grün zu Violett (Cu2+ zu Cu+) durch die obige Reaktion proportional zur Pro-
teinkonzentration dargestellt, welche durch colorimetrische Methoden bestimmt werden 
kann. Die Herstellung der BCA-Kupfersulfat-Lösung erfolgte auf der Grundlage, dass 50 
Anteile der BCA-Lösung mit zwei Anteilen Kupfersulfat-Lösung 4% homogen vermischt 
wurden (Tabelle 2-3). 
Tabelle 2-3: Zusammensetzung der Kupfersulfat- Lösung 
 
Tabelle 2-4: Zusammensetzung der BSA- Lösung 
 
Die BCA-Proteinprobenlösung wurde folgendermaßen hergestellt: 
Kupfersulfat-Penthahydrat-Lösung Menge CuSO4 2 mg bidest. H20 50 ml 
BSA Stammlösung (1mg/ml) Menge BSA 50 mg H₂O 50 ml 
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- 10 μl der Proteinproben wurden in eine der Probenpositionen der transparen-
ten 96 Well-Platte (Sarstedt) pipettiert. 
- 200 µl der BCA-Kupfersulfat-Lösung wurden hinzugefügt. 
Anschließend wurde die Platte bei 37⁰C für 30 Minuten inkubiert, die Proteinabsorp-
tion bei einer Wellenlänge von 570 nm im Tecan Ultra Microplate device (Tecan, 
Crailsheim) durch eine Standardreihe von fünf verschiedenen Konzentrationen an Rin-
der-Albumin-Serum (BSA)-Lösung (Tabelle 2-4) analysiert und bestimmt. Die BSA-
Konzentrationen für die Standardkurve wurden in den Konzentrationen 0, 1, 5, 10, 15 
mg/ml hergestellt. Dazu wurden die Mengen von 0, 1, 5, 10, 15 μl der BSA-Stammlö-
sung (1 mg/ml) dreifach in freie Positionen auf einer 96 Well Platte gegeben und eben-
falls mit 200 μl der BCA-Kupfersulfat-Lösung versetzt. Daraus konnte die Protein-
konzentration berechnet werden. 
 
2.7.3 Versuch der direkten Aufnahme von Proguanil und Cycloguanil an mit OCT transfizierten HEK293-Zellen 
 
Die direkte Aufnahme bestimmter Arzneistoffe in die Zellen wurde bereits durch 
(Tzvetkov et al., 2011) beschrieben. Die 100 mm-Platten (BD Falcon, Heidelberg, 
Germany) wurden mit 3, 5 ml Poly-D-lysin (P0296, Sigma-Aldrich) versetzt und für 
30 Minuten im 5 % CO2-Inkubator inkubiert. Das Poly-D-lysin wurde wieder abge-
saugt und die Platten offen unter der Sterilbank für ca. 30 Minuten getrocknet. An-
schließend wurden die benötigten Zellen, die vorher in der Neubauer-improved-Zähl-
kammer gezählt wurden, mit DME-Medium auf die Platten gegeben und für 48 Stun-
den bei 37⁰C bis zum Erreichen ihrer gewollten Menge von neun Millionen Zellen 
inkubiert. Die Vitalität der Zellen wurde täglich unter dem Mikroskop kontrolliert. Am 
Versuchstag wurden die Zellen vor dem Zellversuch mit 10 ml vorgewärmtem HBSS-
Medium (pH 7.4) gewaschen. Dadurch wurden tote Zellen, die nicht mehr am Boden 
haften konnten, entfernt. Der Versuch startete durch die Zugabe von 5 ml vorgewärm-
tem HBSS-Medium (pH 7.4) mit 2 µM Arzneistoff Proguanil und Cycloguanil (Cyc-
loguanil nur an OCT1, weitere Versuche mit Cycloguanil mit 30 µM) auf die mit 
OCT1, OCT2, OCT3, OCTN1, OCTN2 und pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen, 
die den 0 = Wert und somit die Kontrolle darstellen, da pcDNA5 der Vektor ohne 
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einen Transporter ist. Anschließend wird der Versuch der Hemmung des direkten zel-
lulären Transports durch die gleichzeitige Zugabe von 1-Methyl-4-phenylpyridinium 
(MPP+) beobachtet.  
 
Die Zellen werden mit dem mit Arzneistoff versetzten HBSS-Medium für 2 Minuten 
inkubiert. Die Reaktion wird mittels 20 ml eiskaltem HBSS-Medium (pH 7.4) ge-
stoppt. Anschließend werden die Zellen erneut mit 20 ml eiskaltem HBSS-Medium 
gewaschen und in 2 ml eiskaltem HBSS Medium (pH 7.4) resuspendiert und in 2 ml-
Eppendorfgefäße überführt und sofort auf Eis gelegt. Die Eppendorfgefäße werden 
anschließend bei 2000 rpm 10 Minuten lang bei 4⁰C zentrifugiert und erneut mit 1 ml 
eiskaltem HBSS-Medium (pH 7.4) gewaschen. Ein Anteil von 250 μl Zellsuspension 
wird in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Dieses dient der Bestimmung der Pro-
teinkonzentration, um die Anzahl der Zellen an die jeweilige Probe anzupassen. Der 
restliche Anteil an Zellsuspension wird erneut bei 2000 rpm 10 Minuten lang bei 4⁰C 
zentrifugiert, wobei sich ein Pellet absetzt. Der Überstand wird entnommen und ver-
worfen. Die Zellen werden anschließend durch Zugabe von 1 ml Lysepuffer, der be-
reits den internen Standard Pyrimethamin enthielt, lysiert. Der Lysepuffer besteht zu 
80% aus Acetonitril und 20% aus dem Laufpuffer, der anschließend zur Quantifizie-
rung der Probe mittels HPLC eingesetzt wird. Die Proben werden nach kurzem inten-
sivem Schütteln bei 13000 rpm 10 Minuten lang erneut bei 4⁰C zentrifugiert, um die 
Zellreste zu entfernen. Der Überstand wird in ein Zentrifugengläschen überführt und 
bei 40⁰C unter der Zugabe von Stickstoff knapp 60 Minuten abgedampft. Der Nieder-
schlag wird durch Zugabe von 200 μl Laufpuffer wieder aufgenommen und durch 
Schütteln gelöst. 100 μl dieser Lösung werden in 100 µl HPLC-Gläschen zur Messung 
pipettiert und ein Anteil von 50 μl dieser Lösung wurde daraufhin aus dem HPLC-
Gläschen im Autosampler injiziert. Die HPLC-Bedingung ist in dem Kapitel Proben-
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2.7.4 Versuch der konzentrationsabhängigen Aufnahme von Proguanil  und Cycloguanil 
 
Für die konzentrationsabhängige Aufnahme werden die Zellen für 2 Minuten mit 5 ml 
vorgewärmtem HBSS-Medium (pH 7.4), welches die jeweiligen Konzentrationen ent-
hält, versetzt. Die Konzentrationen, die zur Bestimmung der zellulären Aufnahme an 
OCT1, OCT2 und OCT3- transfizierten HEK293-Zellen gewählten wurden, lagen bei 
2, 5, 10, 20, 30, 50, 100 und 250 μM für Proguanil und Cycloguanil. Die KM- und 
Vmax-Werte wurden anhand der Michaelis-Menten-Gleichung mittels Sigma Plot 
Software, Version 12.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA) bestimmt. Der Ver-
suchsablauf erfolgte wie unter  Kapitel 2.7.3. 
 
2.7.5 Messungen zur Inhibition der Aufnahme von Proguanil und Cyc-loguanil durch andere Pharmaka 
 
Die Auswirkung der zellulären Aufnahme von Proguanil und Cycloguanil an OCT1 wird 
anhand der Wechselwirkungen mit zehn Arzneistoffen experimentell bestimmt. Die Aus-
wahl dieser Arzneistoffe basierte darauf, dass sie entweder typischerweise in Ko-Medi-
kation gegeben werden könnten oder darauf, dass sie bekannte Hemmstoffe organischer 
Kationentransporter sind. Dabei wird jeweils Proguanil sowie Cycloguanil einzeln mit 
zehn verschiedenen Arzneistoffen je mit deren zweifachen, zehnfachen sowie zwanzig-
fachen Menge an Cmax versetzt und 2 Minuten inkubiert. Der Ablauf des Versuchs ist 
identisch zur Inhibition mit MPP+. Die Arzneistoffe mit deren Konzentrationen an Cmax 
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Tabelle 2-5: Angewandte Arzneistoffe zur Messung einer möglichen Inhibition des Influx-Transportes 







Doxycyclin 30 150 300 
Chinin 15 75 150 
Chloroquin 3 15 30 
Hydroxychloroquin 2,5 12,5 25 
Mefloquin 10 50 100 
Metformin 1,5 7,5 15 
Metoprolol 2 10 20 
Omeprazol 22 110 220 
Ondansetron 1,5 7,5 15 
Rabeprazol 6 30 60 
 
 
2.7.6 Aufnahme von Proguanil und Cycloguanil durch Proteinvarianten von OCT1 
 
Bei diesen Analysen ging es um erbliche Varianten von OCT1, die natürlicherweise in 
der menschlichen Bevölkerung auftreten. Dabei wurden von mir fünf Polymorphismen 
gewählt, die häufig in der kaukasischen Bevölkerung vorkommen. Dabei handelt es sich 
um die Proteinvarianten, Arg61Cys, Gly401Ser, Cys88/Met420del, Met408Va-
lin/Met420del, sowie Gly465Arg/Metdel420del. Zusätzlich wurde die Variante 
Ser14Phe untersucht, die nicht bei den Kaukasiern auftritt. Der Versuchsablauf erfolgt 
bei 37°C durch die Zugabe von 2 µM Proguanil oder 30 µM Cycloguanil bei einer Inku-
bationszeit von 2 Minuten. Alle weiteren Schritte sind identisch zu den vorherigen Ver-
suchen (Kapitel 2.7.3). 
 




2.8.1 Arbeiten mit Erythrozyten 
 
Das Vollblut wurde frisch gewonnen und 1:1 mit einer isotonischen Kochsalzlösung oder 
dem HBSS-Medium (pH = 7,4) verdünnt. Anschließend wurde die Verdünnung bei 500 
Umdrehungen für 10 Minuten zentrifugiert. Der gesamte Überstand nach der Zentrifuga-
tion wurde verworfen und die zurückgebliebenen Erythrozyten wurden resuspendiert. (1 
ml in 4 ml HBSS-Medium 37°C). Daraufhin wurden die Erythrozyten gezählt. Dies er-
folgte in der Neubauer-improved-Zählkammer. Die Lösung wurde dazu 1:200 verdünnt 
und 5 µl Erythrozyten-Suspension mit 995 µl HBSS-Medium versetzt. Aus der verdünn-
ten Lösung habe ich 10 µl entnommen und mit 10 µl Trypanblau vermischt und in das 
mittlere Feld der Neubauer-improved-Zählkammer gegeben, gezählt und berechnet. Zu 
Beginn wurde von uns festgelegt, dass sich in 200 µl Probe 25 Millionen Zellen befinden 
sollten. Dies wurde in den Berechnungen berücksichtigt. 
 
Anschließend wurde mit Proguanil verschiedener Konzentrationen inkubiert und die Re-
aktion wurde mit 1000 µl eiskaltem HBSS-Medium gestoppt. Die Proben wurden auf Eis 
gelegt und 10 Minuten bei 1000 Umdrehungen bei 4⁰C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde komplett abgesaugt, die Zellen, die als Sediment vorlagen, resuspendiert und er-
neut bei denselben Bedingungen zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Über-
stand erneut abgesaugt und das Sediment in 1000 µl eiskaltem HBSS-Medium resuspen-
diert. Ein Anteil von 250 µl der Probe wurde für die Proteinmessung in ein 1,5 ml-Ep-
pendorfgefäß überführt. Anschließend wurden alle Eppendorfgefäße erneut wie oben be-
schrieben zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das vorliegende Sediment in einem 
Lysepuffer aufgenommen. Der Lysepuffer für die Proben enthielt zu 80% Acetonitril und 
zu 20% Laufpuffer. Die Sedimente zur Proteinmessung wurden mit einem Gemisch aus 
10% SDS/NaOH 0,1N versetzt. Es erfolgte das kurze intensive Schütteln der Proben, be-
vor alle Eppendorf-Gefäße für 10 Minuten bei 13.000 rpm Umdrehungen mit der Eppen-
dorf-Zentrifuge zentrifugiert wurden. 
Die jeweiligen Überstände der Eppendorf-Gefäße mit den Proben wurden in ein Zentri-
fugengläschen überführt, eingedampft und in 200 µl Laufpuffer wieder aufgenommen. 
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100 µl der Eluens-Probenmischung wurden im HPLC-Gläschen pipettiert, 100 µl in ein 
neues 2 ml Eppendorfgefäß zurückhalten. Das Injektionsvolumen für die HPLC betrug 
50 µl. 
 
2.8.2 In-vitro-Analyse der erythrozytären Aufnahme von Proguanil  
2.8.2.1 Versuch der Aufnahme von Proguanil mit und ohne MPP+  
Die Aufnahme von Proguanil durch die Erythrozyten wurde in Punkt 2.10.3 beschrieben. 
Dabei wurde zunächst die Aufnahme von 2 µM und 20 µM Proguanil bei 2 Minuten 
Inkubationszeit bei RT und 4°C durchgeführt. Bei 4°C gehen wir davon aus, dass die 
Transporterproteine inaktiv sind. Des Weiteren wurde bei RT durch die Zugabe von 
MPP+ die Inhibition von OCT1-3 getestet. MPP+ ist ein spezifischer Inhibitor des orga-
nischen Kationentransporters OCT1-3. 
 
2.8.2.2 Versuch der zeitabhängigen Aufnahme von Proguanil  
Hierbei wurde die zeitabhängige Aufnahme von 2 µM sowie 20 µM Proguanil in die 
Erythrozyten untersucht. Dabei wurde der Versuch von 2.8.2.1 mit den Inkubationszeiten 
2, 5, 10 min durchgeführt. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden alle Proben auf 
Eis gestellt und anschließend bei 4°C zentrifugiert. Der Versuchsablauf erfolgte wie bei 
2.8.1. 
 
2.8.2.3 Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil 
 
Proguanil wurde bei den Untersuchungen zur konzentrationsabhängigen Aufnahme bei 
verschiedenen Konzentrationen (2, 20, 50, 100, 200, 300, 500, 1000, 2000, 3000, 5000 
µM) in 200 µl Erythrozytenlösung untersucht. Der Versuchsablauf kann bei 2.10.3 ein-
gesehen werden. Dabei erfolgte die Aufnahme bei RT sowie bei 4°C. 
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2.8.2.4 Inhibition der Aufnahme von Proguanil durch Ko-Medikation  
Der Versuchsablauf erfolgte identisch zu 2.10.3. Eine 200 µl-Erythrozytenlösung enthielt 
2 µM Proguanil sowie die in der folgenden Tabelle 2-6 aufgelisteten Substanzen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen. Dabei wurde untersucht, ob und inwieweit es zu einer 
Inhibition des Transports von Proguanil kommt. Die Auswahl der Substanzen erfolgte 
durch die Affinität zu den einzelnen Kationentransportern. Der Versuch wurde sowohl 
bei RT als auch bei 4°C ausgeführt. 
 
Tabelle 2-6: Arzneistoffe zur Hemmung des Transports von Proguanil durch die Erythrozytenmembran 
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Abbildung 2-6: Schematische Darstellung der Inhibitoren zu den einzelnen organischen Kationentrans-
portern 
MPP+ zeigt sich als guter Inhibitor für OCT1, OCT2 und OCT3, jedoch nicht für OCTN1 
und OCTN2. TBA (Abbildung2-6) ist spezifisch für OCT3. Carnitin dient als Substrat 
für beide Carnitin- Transporter OCTN1 und OCTN2, wobei OCTN1 auch Ergotheionein 
als biogenes Substrat hat. 
 




Stammlösungen für Proguanil, Cycloguanil und Pyrimethamin wurden basierend auf 10 
mM und 20 mM Stammlösungen hergestellt. Die Berechnung der einzelnen Konzentra-
tionen erfolgte in folgenden Schritten: 
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1. Proguanil (C11H16CL N5, MW 253,731 g/mol) 
 
1 mg/ml: 394 μl einer 10 mM Proguanil-Stammlösung wurden mit 606 μl bidest. H2O 
verdünnt. 
 
4 ng/μl: 1 mg/ml Proguanil-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 100 
ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 960 μl bidest. 
H2O versetzt. 
 
0.4 ng/μl: Die oben erhaltene 4 ng/μl-Lösung wurde erneut 1:1 mit bidest. H20 verdünnt, 
um 1 ml der 0.4 ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
0.04 ng/μl: Die obige Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um 1 ml der 0.4 
ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
1 ng/μl: Hierzu wurde die 4 ng/μl-Proguanil-Lösung wurde 1:4 mit bidest. H2O ver-
dünnt, um eine 1 ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
Die Testlösungen wurden wie folgt berechnet und injiziert: 
Testlösung 1 mit 2500 ng Proguanil.  
Testlösung 2 mit 100 ng Proguanil: Injiziert wurden 50 µl einer 2 ng/µl-Lösung. 
Testlösung 3 mit 50 ng Proguanil: Eine 2 ng/µl-Lösung wurde 1:2 mit bidest. H2O zu 
einer 1 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 4 mit 10 ng Proguanil: Eine 1 ng/µl-Lösung wurde 1:5 mit bidest. H2O zu 
einer 0,2 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 5 mit 5 ng Proguanil: Eine 0,2 ng/µl-Lösung wurde 1:2 mit bidest. H2O zu 
einer 0,1 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 6 mit 1 ng Proguanil: Eine 0,2 ng/µl-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O zu 
einer 0,02 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
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Testlösung 7 mit 0,5 ng Proguanil: Eine 0,2 ng/µl-Lösung wurde 1:2 mit bidest. H2O zu 
einer 0,1 ng/µl-Lösung verdünnt. Diese wurde wiederum 1:10 mit bidest. H20 zu einer 
0,01 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
 
2. Cycloguanil( C11H14 Cl N5, MW 251,715 g/mol ) 
 
1 mg/ml: 198 μl einer 20 mM Cycloguanil-Stammlösung wurden mit 802 μl bidest. H2O 
verdünnt. 
 
4 ng/μl: 1 mg/ml 4-Cycloguanil-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 
100 ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 960 μl 
bidest. H2O versetzt. 
 
0.4 ng/μl: Die oben erhaltene 4 ng/μl-Lösung wurde erneut 1:10 mit bidest. H20 ver-
dünnt, um 1 ml der 0.4 ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
0.04 ng/μl: Die obige Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um 1 ml der 0.4 
ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
1 ng/μl: Die 4 ng/μl Cycloguanil-Lösung wurde 1:4 mit bidest. H2O verdünnt, um eine  
1 ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
Testlösungen wurden wie bei Proguanil hergestellt und injiziert. 
 
3. Pyrimethamin ( C12H13 Cl N4, MW 248,715 g/mol ) 
 
1 mg/ml: 402 μl einer 10 mM Pyrimethamin-Stammlösung wurden mit 598 μl bidest. 
H2O verdünnt. 
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4 ng/μl: 1 mg/ml Pyrimethamin-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 
100 ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 960 μl 
bidest. H2O versetzt. 
 
2 ng/μl: 4 ng/μl Pyrimethamin-Lösung wurde 1:4 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 1 
ng/μl-Lösung zu erhalten. Injiziert wurden 50 μl dieser Lösung. Sie diente als interner 
Standard. 
 
Alle Lösungen wurden bei 4⁰C gelagert, außer die Stammlösungen [mM]. Diese lager-
ten bei -20⁰C. 
 
2.9.2 HPLC-Bedingungen und angewandte Materialien 
 
Um die Konzentration von Proguanil und Cycloguanil bestimmen und analysieren zu 
können, wurde wie bei Debrisoquin und Amisulprid das LaChrom-HPLC-System von 
Merck-Hitachi genutzt, mit dem Unterschied der Nutzung eines UV-Detektors (L-7400, 
Merck Hitachi). 
Die Trennung der Substanzen erfolgte an einer LiChrospher 60 RP-select (5 μm, 4 × 
250 mm) Säule verbunden mit einer LiChrospher 4-4,100CN Vorsäule (5 μm, beides 
von Merck). Die Peaks für Proguanil, Cycloguanil und Pyrimethamin als interner Stan-
dard erfolgten bei einer Wellenlänge von 254 nm, anlehnend an die Publikation von 
(Edstein, 1986). Eine isokratische Methode wurde von mir gewählt mit der Zusammen-
setzung von  20% (v) Acetonitril und 80% (v) 0.115 M Natriumdihydrogenphosphat-
Puffer mit einem pH-Wert von 2,6. Der pH-Wert wurde durch die Zugabe von 85%iger 
Phosphorsäure eingestellt. Die Flussrate betrug 1 ml/min. 
Alle Messung wurde bei 25⁰C mittels eines Thermostatisierungsofens, in dem die Säule 
fixiert wurde, durchgeführt. Die Retentionszeiten lagen für Cycloguanil, Progaunil und 
Pyrimethamin bei ca. 8 Minuten, 33 Minuten und 20 Minuten. Die Peakflächen und die 
damit verbundene Konzentrationen wurden mithilfe eines externen Standardisierungs-
verfahrens durch die Nutzung einer Kalibriergerade bestimmt. Die Mengen an Progaunil 
und Cycloguanil, die in den intrazellulären Raum der Zelle gelangten und anhand der 
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Peakfläche angegeben wurden, konnten anhand der gemessenen Mengen an Proteinen 
wie bei den beiden obigen Teilprojekten durch die Proteinmessung bestimmt werden.  
 
2.10 Probenvorbereitung von Amisulprid, Sultoprid, Tiaprid, und Metoclopramid  
2.10.1 Verdünnungsreihen 
 
Stammlösungen für Amisulprid, Sultoprid und Tiaprid und Metoclopramid wurden ba-
sierend auf 10 mM und 5 mM Stammlösungen hergestellt. Die Berechnung der einzel-
nen Konzentrationen erfolgte in folgenden Schritten: 
 
1. Amisulprid (C16H25N3, MW 177,0 g/mol) 
1 mg/ml: 270,65 μl einer 10 mM Amisulprid-Stammlösung wurden verdünnt mit 729,35 
μl bidest. H2O. 
4 ng/μl: 1 mg/ml Amisulprid-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 100 
ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 960 μl bidest. 
H2O versetzt. 
2 ng/μl: Die oben erhaltene 4 ng/μl-Lösung wurde erneut 1:2 mit bidest. H20 verdünnt, 
um eine 2 ng/μl-Lösung zu erhalten. 
0.2 ng/μl: Die obige Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um 1 ml der 0,2 
ng/μl-Lösung zu erhalten. 
Sieben Testlösungen mit Amisulprid als Reinsubstanz wurden mit folgenden Konzent-
rationen ausgeführt: 
Testlösung 1 mit 100 ng Amisulprid: Eine 4 ng/µl-Lösung wurde 1:2 mit bidest. H2O zu 
einer 2 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
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Testlösung 2 mit 50 ng Amisulprid: Eine 2 ng/µl-Lösung wurde 1:2 mit bidest. H2O zu 
einer 1 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 3 mit 10 ng Amisulprid: Eine 1 ng/µl-Lösung wurde 1:5 mit bidest. H2O zu 
einer 0,2 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 4 mit 5 ng Amisulprid: Eine 0,2 ng/µl-Lösung wurde 1:2 mit bidest. H2O zu 
einer 0,1 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 5 mit 1 ng Amisulprid: Eine 0,2 ng/µl-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O zu 
einer 0,02 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 6 mit 0,5 ng Amisulprid: Eine 0,2 ng/µl-Lösung wurde 1:2 mit bidest. H2O zu 
einer 0,1 ng/µl-Lösung verdünnt. Diese wurde wiederum 1:10 mit bidest. H20 zu einer 
0,01 ng/µl-Lösung verdünnt. Injiziert wurden 50 µl dieser Lösung. 
Testlösung 7 mit 0,1ng Amisulprid: Eine 0,2 ng/µl-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O 
verdünnt, um eine 0,02 ng/µl-Lösung zu erhalten. Diese Lösung  wurde erneut 1:10 mit 
bidest. H2O verdünnt, um eine 0,002 ng/µl-Lösung zu erhalten. Injiziert wurden 50 µl 
dieser Lösung. 
 
2. Metoclopramid- Hydrochlorid Monohydrat (C14H22 ClN3 O₂ HCl H₂O, MW 354,27 g/mol ) 
 
1 mg/ml: 282,27 μl einer 10 mM Metoclopramid-Stammlösung wurden mit 717,73 μl 
bidest. H2O verdünnt. 
 
4 ng/μl: 1 mg/ml Metoclopramid-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 
100 ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 960 μl 
bidest. H2O versetzt. 
1 ng/μl: Eine 4 ng/μl-Metoclopramid-Lösung wurde 1:4 mit bidest. H2O verdünnt, um 
eine 1 ng/μl-Lösung herzustellen. 
 
Die Testlösung von 25 ng/ml Metoclopramid erfolgte durch das Injizieren von 50 μl der 
obigen Lösung. 
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Für Sultopirid und Tiaprid wurden die Berechnungen wie bei Amisulprid durchgeführt. 
Alle Lösungen wurden bei 4⁰C gelagert, außer die Stammlösungen (mM). Diese lager-
ten bei -20 ⁰C.  
 
2.10.2 HPLC- Bedingungen und angewandte Materialien 
 
Um die Konzentration von Amisulprid, Sultoprid und Tiaprid bestimmen und analysie-
ren zu können, wurde das oben beschriebene LaChrom-HPLC-System von Merck-
Hitachi genutzt. 
 
Die Trennung der Substanzen erfolgte an einer LiChrospher RP18e (5 μm, 4 × 125 mm) 
Säule, verbunden mit einer LiChrospher 4-4,100CN Vorsäule (5 μm, beides von 
Merck). Die Peaks wurden bei einer Anregung von 374 nm und einer Emission von 370 
nm anlehnend an die Publikation von (Cerqueira et al., 2000) bestimmt. Eine isokrati-
sche Methode wurde von mir gewählt mit der Zusammensetzung von 12% (v) Aceto-
nitril und 88% (v) 0.03M Kaliumdihydrogenphosphat mit einem pH-Wert von 6,5. Der 
pH-Wert wurde durch die Zugabe von Triethylamin eingestellt. Die Flussrate betrug 1 
ml/min. Die Zusammensetzung des Laufpuffers für Sultoprid und Tiaprid lag bei 10% 
Acetonitril und 90 % 0,03M Kaliumdihydrogenphosphat mit einem pH-Wert von 6,5. 
Alle Messungen wurden bei 40 ⁰C durch einen Säulenofen, wie oben bei Debrisoquin 
bereits beschrieben, durchgeführt. Die Retentionszeiten lagen mit einer Abweichung 
von +/- 5% für Amisulprid und Metoclopramid ca. bei 9,3 Minuten und 12,3 Minuten. 
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Stammlösungen für Debrisoquin, 4-Hydroxydebrisoquin und Venalafaxin wurden ba-
sierend auf 10 mM und 5 mM Stammlösungen hergestellt. Die Berechnung der einzel-
nen Konzentrationen erfolgte in folgenden Schritten: 
 
1. Debrisoquin (C16H25N3, MW 177,0 g/mol) 
 
1 mg/ml: 570 μl einer 10 mM Debrisoquin-Stammlösung wurden verdünnt mit 621 μl 
bidest. H2O. 
 
4 ng/μl: 1 mg/ml Debrisoquin-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 
100 ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 960 μl 
bidest.H2O versetzt. 
 
0.4 ng/μl: Die oben erhaltene 4 ng/μl-Lösung wurde erneut 1:10 mit bidest. H20 ver-
dünnt, um 1 ml der 0.4 ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
0.04 ng/μl: Die obige Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um 1 ml der 0.4 
ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
1 ng/μl: Die 1 mg/ml-Debrisoquin-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um 
eine 100 ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 10 μl entnommen und mit 990 
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1. 4- Hydroxydebrisoquin ( C10H15N3 O, MW 191,2 g/mol ) 
 
1 mg/ml: 822 μl einer 5 mM Debrisoquin-Stammlösung wurden verdünnt mit 198 μl 
bidest. H2O. 
 
4 ng/μl: 1 mg/ml 4-Hydroxydebrisoquin-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, 
um eine 100 ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 
960 μl bidest. H2O versetzt. 
 
0.4 ng/μl: Die oben erhaltene 4 ng/μl-Lösung wurde erneut 1:10 mit bidest. H20 ver-
dünnt, um 1 ml der 0.4 ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
0.04 ng/μl: Die obige Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um 1 ml der 0.4 
ng/μl-Lösung zu erhalten. 
 
1 ng/μl: Die 1 mg/ml-4-Hydroxydebrisoquin-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O ver-
dünnt, um eine 100 ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 10 μl entnommen und 
mit 990 μl bidest. H2O versetzt 
 
2. Venlafaxin (C17H27NO2, MW 277,40 g/mol ) 
 
1 mg/ml: 144 μl einer 5 mM Venlafaxin-Stammlösung wurden verdünnt mit 56 μl bi-
dest. H2O. 
 
4 ng/μl: 1 mg/ml Venlafaxin-Lösung wurde 1:10 mit bidest. H2O verdünnt, um eine 100 
ng/μl-Lösung zu erhalten. Von dieser wurden 40 μl entnommen und mit 960 μl bidest. 
H2O versetzt. 
 
Alle Lösungen wurden bei 4⁰C gelagert, außer die Stammlösungen (mM). Diese lager-
ten bei -20 ⁰C. Drei Standardtests erfolgten mit 100 ng, 10 ng und 1 ng 4-Hydroxyde-
brisoquin, wobei jeweils 50 μl einer 4 ng/μl für 100 ng,0,4 ng/μl für 10 ng und einer 
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0,04 ng/μl sowie für 1 ng mit je 50 μl einer 4 ng/μl Venlafaxin-Lösung als internen 
Standard versetzt und schließlich 50 μl jeder Probe injiziert wurden.  
 
2.11.2 HPLC- Bedingungen und angewandte Materialien 
 
Um die Konzentration von Debrisoquin bestimmen und analysieren zu können, wurde 
ein LaChrom-HPLC-System von Merck-Hitachi genutzt, welches aus folgenden Kom-
ponenten zusammengesetzt war: 
 
- Ein Interface (D-7000,Merck-Hitachi),  
- Eine Pumpe (L-7485, Merck-Hitachi), 
- Ein Autosampler (L-7200, Merck-Hitachi), 
- Ein Fluoreszenzdetektor (L-7400, Merck-Hitachi) sowie ein Entgaser (L-
7614,Merck-Hitachi). 
 
Die Trennung der Substanzen erfolgte an einer LiChrospher 100 CN (5 μm, 4 × 150 
mm) Säule, verbunden mit einer LiChrospher 4-4,100CN Vorsäule (5 μm, beides von 
Merck). Die Peaks für Debrisoquin und Venlafaxin als interner Standard erfolgten bei 
einer Extinktion von 210 nm und einer Emission von 290 nm, anlehnend an die Publi-
kation von (Cerqueira et al., 2000). Eine isokratische Methode wurde von mir gewählt 
mit der Zusammensetzung von 5% (v) Acetonitril und 95% (v) 0.05 M Natriumacetat-
puffer (pH-Wert = 5,0). Der pH-Wert wurde durch die Zugabe von Essigsäure 99% 
eingestellt. Die Flussrate betrug 0.7 ml/min. 
Alle Messungen wurden bei einer konstanten Temperatur von 25 ⁰C mittels eines tem-
perierten Ofens, in dem sich die Säule befand, durchgeführt. Die Retentionszeiten lagen 
für Debrisoquin und Venlafaxin etwa bei 9 Minuten und 16 Minuten. Die Peakflächen 
und die damit verbundenen Konzentrationen wurden mithilfe eines externen Standardi-
sierungsverfahrens durch die Nutzung einer Kalibriergeraden bestimmt. Die Menge an 
Debrisoquin, die in den intrazellulären Raum der Zelle gelangte und anhand der Peak-
fläche angegeben wurde, konnte anhand der vollständigen Menge an Proteinen durch 









Es ging zunächst um die Frage, welcher Transporter die Substanzen Proguanil und Cyc-
loguanil in die Zelle transportiert, um dann anschließend auch zu untersuchen, welche 
Bedeutung dabei die Polymorphismen haben. Um die Aufnahme und Inhibition von 
Proguanil und Cycloguanil an den oben genannten OCT-transfizierten HEK293-Zellen 
mittels HPLC zuverlässig und präzise bestimmen zu können, wurde die Methode von 
(Edstein, 1986) modifiziert und validiert (siehe 2.7.2). Anschließend konnten die einzel-
nen Parameter der Methodenvalidierung berechnet werden. Die Bestimmung der Kon-
zentrationen von Proguanil und Cycloguanil für die In-vitro-Versuche mittels OCT1, 
OCT2, OCT3, OCTN1 und OCTN2-transfizierter HEK293-Zellen erfolgte mithilfe von 
Kalibratoren und der Erstellung einer Kalibriergeraden. 
 
3.1.2 Kalibratoren für Proguanil und Cycloguanil 
 
Es wurden sieben Kalibratoren in den Konzentrationen 1, 5, 10, 50, 100, 200 und 2500 
ng/ml für Proguanil sowie fünf Kalibratoren für Cycloguanil in den Konzentrationen 1, 
5, 10, 100 und 2500 ng/ml hergestellt. Sie wurden mittels Dreifachbestimmung an drei 
unterschiedlichen Tagen bestimmt. Die Verdünnungsreihe ist in der Methodenbeschrei-
bung (Kapitel 2.9) aufgeführt. Die Anzahl der jeweiligen Kalibratoren (n) zur statisti-







Es wurden drei Qualitätskontrollen zu Beginn der Messversuche hergestellt und bei             
-20°C gelagert. An jedem Versuchstag wurden sie aufgetaut und mit vermessen. Sie lagen 
für Proguanil sowie Cycloguanil im Konzentrationsbereich von 1, 100, und 2500 ng/ml. 




Wie bei 2.2.3.2 bereits definiert und erwähnt, wurde die Präzision der Kalibratoren sowie 
der Qualitätskontrollen anhand der erläuterten Tests bestimmt. 
 
3.1.4.1 Präzisionsberechnung der Kalibratoren 
 
Zur Berechnungen der Präzision liegen in Tabelle 3-1 die statistischen Werte für den 
Mittelwert, die Standardabweichung sowie den Variationskoeffizienten der einzelnen Ka-
libratoren (K) für Proguanil und Cycloguanil vor. 
Tabelle 3-1: Auswertung der statistischen Daten der Kalibratoren für Proguanil 
 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 










x  0,84 4,65 8,88 47,10 96,53 228,02 2496,04 s 0,13 0,84 1,30 5,92 4,45 33,43 14,54 





Tabelle 3-2: Auswertung der statistischen Daten der Kalibratoren von Cycloguanil 
 
 
Anschließend wurde anhand der Gleichung 2-7 die Prüfgröße nach David bestimmt und 
mit dem tabellarischen Wert aus der David-Tabelle im Anhang verglichen. Die Berech-
nung erfolgte für alle Kalibratoren. Dabei ergab sich folgende Auswertung (Tabelle 3-3) 
für Proguanil und Cycloguanil (Tabelle 3-4): 
 
Tabelle 3-3: Auswertung der einzelnen Kalibratoren für Proguanil nach David 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 
K3                    
[ng/ml] 








PG  3,97 3,55 4,12 3,19 2,05 2,73 4,15 
u og g
 2,64-4,13 2,80-4,44 2,80-4,44 2,80-4,44 2,64-4,13 2,51-4,24 2,80-4,44 
 
Tabelle 3-4: Auswertung der einzelnen Kalibratoren für Cycloguanil nach David 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 
K3                    
[ng/ml] 






PG  3,46 3,41 3,88 2,77 3,54 3,46 
u og g
 2,64-4,13 2,70-4,23 2,64-4,13 2,05-2,80 2,35-3,74 2,44-4,00 
 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 
K3                    
[ng/ml] 






x  1,45 6,02 11,10 47,81 106,01 2500,70 s 0,20 0,86 1,81 4,55 8,75 1,82 
Vk  13,59 14,29 16,27 9,52 8,25 0,07 
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Daraus ergibt sich, dass es sich bei allen Kalibratoren um eine Normalverteilung der 
Werte handelt. 
 
3.1.4.2 Präzisionsberechnung der Qualitätskontrollen  
Die Auswertung der benötigten statistischen Werte können aus den Tabellen 3-5 und 3-
6 entnommen werden. 
Tabelle 3-5: Berechnung der statischen Daten der Qualitätskontrollen für Proguanil 
 
 Q1 [ng/ml] Q2 [ng/ml] Q3 [ng/ml] 
x  0,81 91,01 2500,39 s 0,15 14,77 216,23 Vk  18,33 16,23 8,65  
Tabelle 3-6: Berechnung der statistischen Daten der Qualitätskontrollen für Cycloguanil 
 
 Q1 [ng/ml] Q2 [ng/ml] Q3 [ng/ml] 
x  1,55 108,68 2499,44 s 0,20 13,71 1,36 Vk  12,78 12,62 0,05  
Anschließend wurde der David-Test angewandt und berechnet. Es ergaben sich folgende 
Ergebnisse, die in den Tabellen 3-7 sowie 3-8 dargestellt sind: 
Tabelle 3-7: Berechnung der einzelnen Qualitätskontrollen für Proguanil nach David 
 
 Q1 [ng/ml] Q2 [ng/ml] Q3 [ng/ml] 
PG  2,66 3,40 3,72 




Tabelle 3-8:Berechnung der einzelnen Qualitätskontrollen für Cycloguanil nach David 
 
 Q1 [ng/ml] Q2 [ng/ml] Q3 [ng/ml] 
PG  1,92 1,80 1,79 




Die Richtigkeit wurde mittels t-Test ermittelt. 
 
 Tabelle 3-9:Sollwert-t-Test der Kalibratoren für Proguanil 
 
t- Wert K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 










t  (b*) 4,25 1,61 3,33 1,9 2,58 2,09 1,06 
t  (t*) 2,179 2,131 2,131 2,131 2,179 2,228 2,131 
(b* = berechnet, t* = tabellarisch) 
Daraus ergibt sich ein signifikanter Unterschied bei K1 = 1ng/ml. 
 
Tabelle 3-10: Sollwert-t-Test der Kalibratoren für Cycloguanil 
 
t- Wert K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 








t  (b*) 7,79 4,25 2,1 1,07 1,97 1,15 
t  (t*) 2,179 2,160 2,179 2,571 2,306 2,262 
(b* = berechnet, t* = tabellarisch) 
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Daraus ergibt sich ein signifikanter Unterschied bei K1 = 1ng/ml sowie K2 = 5ng/ml. 
 
Tabelle 28: Sollwert-t-Test der Qualitätskontrollen für Cycloguanil 
 
t- Wert  Q1 [ng/ml] Q2 [ng/ml] Q3 [ng/ml] t  (berechnet) 4,758 1,09 0,71 t  (tabellarisch) 3,812 3,812 3,812  
Bei Q1 ist der berechnete t-Wert größer als der tabellarische Wert. Q2 und Q3 hingegen 




Die Linearität der Kalibratoren für Proguanil in Abbildung 3-1 und Cycloguanil in Ab-
bildung 3-2 wurde anhand der in Gleichung 2-8 dargestellten Formel bestimmt. Grund-
lage war die lineare Regression. Das Bestimmtheitsmaß der Geraden ( R2 ) wurde berech-
net:  
 



















Abbildung 3-2: Darstellung der Linearität der Kalibriergeraden für Cycloguanil.  
Die x-Achsen der Abbildungen 3-1 und 3-2 beschreiben die Kalibratoren mit aufsteigender Konzentration 
[ng/ml], die y-Achsen geben die Peakflächen für Proguanil und Cycloguanil an. 
 
Die Linearität der Messwerte der Qualitätskontrollen für Proguanil (Abb. 3-2) und Cyc-
loguanil (Abb. 3-3) wurde identisch zu den Kalibratoren bestimmt. Das Bestimmtheits-
maß (R2) wurde berechnet.  
 

































Abbildung 3-4: Darstellung der Linearität der Qualitätskontrollen für Cycloguanil. 
Die x-Achse der Abbildungen 3-3 und 3-4 beschreiben die Qualitätskontrollen mit aufsteigender Kon-
zentration [ng/ml], die y-Achse gibt die Peakfläche für Proguanil und Cycloguanil an. 
 
 
Daraus ergab sich eine Linearität für das Bestimmtheitsmaß der Kalibratoren und der 
Qualitätskontrollen für beide Arzneistoffe. Sie sind nahe R2 = 1. 
 
3.1.7 Darstellung der Chromatogramme  
 
Die folgenden Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6 zeigen Chromatogramme der Detek-
tion von Proguanil und Cycloguanil mit 1 ng/ml und dem internen Standard Pyrimetha-
min 50 ng/ml. Die saubere Trennung der beiden Peaks der Arzneistoffe mit einem zeitli-
chen Abstand kann hier gezeigt werden. Störpeaks beeinflussen die chromatographische 
Darstellung nicht. Auch sind keine Überlappungen sowie Zersetzungsprozesse des Ana-




















Abbildung 3-5: Chromatographische Darstellung von Proguanil und Pyrimethamin 
 
 
Abbildung 3-6: Chromatographische Darstellung von Cycloguanil und Pyrimethamin 
 
Zellbestandteile, die nach der Lysierung der Zellen und anschließendem Abdampfen mit 






Das Lysat der Zellproben zur Bestimmung von Proguanil und Cycloguanil wurde wie im 
Versuch mit Amisulprid unter 3.2.7 behandelt und injiziert. Der Unterschied lag in der 
Zusammensetzung des Lysats, das hier zu 20% mit dem Fließmittel für Proguanil und 
Cycloguanil versetzt war. Die Qualitätskontrollen wurden wie unter 3.1.3 für den jewei-
ligen Arzneistoff aufgetaut, die Kalibratoren frisch hergestellt und injiziert. 
 
3.2 Charakterisierung des Transports von Proguanil an OCT-transfizierten HEK293-Zellen 
 
3.2.1 Untersuchung der Permeabilität mit PAMPA-Assay 
 
Der mögliche zelluläre Transport von Proguanil über die organischen Kationentranspor-
ter wurde zunächst durch die Diffusion der Substanz mithilfe einer künstlichen PAMPA-
Membran bei einer Inkubationszeit von 5 Stunden unter Raumtemperatur untersucht 
(siehe 2.3.1.). Proguanil zeigte eine geringe Permeabilität durch die künstlich erstellte 
PAMPA-Membran (Pe = 1,77x10-6), was darauf hindeutet, dass Proguanil nicht ohne ein 
Transportsystem zelluläre Membranen überwinden kann (Abbildung 3-7). Die Überein-
stimmung steht im Zusammenhang mit der Ermittlung der niedrigen Lipophilie von 
Proguanil. (Bestimmung des Oktanol/Wasser-Verteilungskoeefizienten log D 7,4 = -0,62 





Abbildung 3-7: Bestimmung der Carrier-unabhängigen Membranpermeabilität von Proguanil mittels 
PAMPA 
Dargestellt sind die Membranpermeabilitäten (Pe) von vier Konzentrationen (0, 125, 250, 500 µM). Die 
Abbildung zeigt die Mittelwerte und Standardfehler drei unabhängiger Versuche. 
 
3.2.2 Direkte Aufnahme von Proguanil an den OCTs der SLC22-Familie 
 
Hierbei wurde die direkte zelluläre Aufnahme von Proguanil an mit OCT1, OCT2, OCT3, 
OCTN1, oder OCTN2 transfizierten HEK293-Zellen gemessen. Zusätzlich wurde die zel-
luläre Aufnahme mit MPP+ und L-Carnitin inhibiert. MPP+ ist ein spezifischer Inhibitor 
für OCT1, OCT2 sowie OCT3, Carintin ein Inhibitor für OCTN1 und OCTN2. Als Kon-
trolle wurden die mit Vektor pcDNA5 transfizierten HEK293-Zellen benutzt, die keinen 
der Transporter besitzen. Als erstes wurden alle Experimente bei einer einzelnen Kon-
zentration von 2 µM Proguanil durchgeführt. Es zeigte sich eine zehnfach höhere zellu-
läre Aufnahme von Proguanil an OCT1 transfizierten HEK293-Zellen im Vergleich zu 
den pcDNA5-transfizierten HEK293-Kontrollzellen (Abbildung 3-8). Die Inhibition 
mittels MPP+ bewirkte eine Hemmung der zellulären Aufnahme von Proguanil an den 
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OCT1-Zellen auf 25% des Ausgangwertes ohne MPP+. Die Abbildungen zeigen die Mit-
telwerte sowie die Standardfehler von drei unabhängigen Versuchen. 
 
Abbildung 3-8: OCT1-abhängige Aufnahme von Proguanil 
OCT überexprimierende (OCT1) und Kontroll- (pcDNA5) HEK293-Zellen wurden mit Proguanil [2 µM] 
inkubiert [2 Min]. Die Zellen wurden mit (grüne Balken) und ohne (weiße Balken) MPP+[1 mM] inkubiert. 
 
An OCT2-transfizierten HEK293-Zellen zeigte sich eine 12-fach höhere zelluläre Auf-
nahme von Proguanil im Vergleich zu den pcDNA5-Kontrollzellen (Abbildung 3-9). Die 
Inhibition mittels MPP+ bewirkte eine Hemmung der zellulären Aufnahme von Proguanil 
an den OCT2-Zellen auf 8% des Ausgangwertes ohne MPP+. Die Abbildungen zeigen die 





Abbildung 3-9: OCT2-abhängige Aufnahme von Proguanil 
OCT überexprimierende (OCT2) und Kontroll- (pcDNA5) HEK293-Zellen wurden mit Proguanil [2µM] 
inkubiert [2 Min]. Die Zellen wurden mit (grüne Balken) und ohne (weiße Balken)  MPP+[1 mM] inkubiert. 
 
Eine fünffach höhere zelluläre Aufnahme von Proguanil zeigte sich an OCT3-transfizier-
ten im Vergleich zu den pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen (Abbildung 3-10). Die 
Inhibition mittels MPP+ bewirkte eine Hemmung der zellulären Aufnahme von Proguanil 
an den mit OCT3 transfizierten HEK293-Zellen auf 25% des Ausgangwertes. Die Abbil-






Abbildung 3-10: OCT3-abhängige Aufnahme von Proguanil 
OCT überexprimierende (OCT3) und Kontroll-(pcDNA5) HEK293-Zellen wurden mit Proguanil [2 µM] 
inkubiert [2 Min]. Die Zellen wurden mit (grüne Balken) und ohne (weiße Balken) MPP+ [1 mM] inkubiert. 
 
OCTN1 sowie OCTN2 (Abbildungen 3-11A, 3-11B) zeigten keine Aufnahme von 
Proguanil. Die Inhibition fand unter Anwendung des transporterspezifischen Inhibitors 
L-Carnitin statt. Die Werte sind den pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen gleichzuset-
zen. Somit zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Transports über OCTN1 und 
OCTN2 zu den pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen. Daher kann ausgeschlossen wer-
den, dass Proguanil ein Substrat der OCTN1- und OCTN2-Transporter ist. 
Anschließend wurde eine konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil an OCT1-, 












Abbildung 3-11A und B: OCTN1- und OCTN2-abhängige Aufnahme von Proguanil 
OCTN1 und OCTN2 überexprimierende und Kontroll- (pcDNA5) HEK293-Zellen wurden mit Proguanil 






3.2.3 Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil an OCTs 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Proguanil ein Substrat für OCT1, OCT2 und OCT3 
ist, wurden konzentrationsabhängige Versuche der Aufnahme von Proguanil an den 
OCT1, 2 und 3 durchgeführt. OCTN1 sowie OCTN2 wurden aus der konzentrationsab-
hängigen Aufnahme ausgeschlossen, da sie Proguanil nicht transportiert haben. Die In-
kubationszeit betrug 2 min., die Konzentrationen lagen im Bereich 2, 5, 10, 20, 30, 50, 
100 und 250 μM.  
 
3.2.3.1 Die konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil an OCT1 
 
Die konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil mittels steigender Arzneistoff-
konzentrationen an OCT1 sowie pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen bei einer Inku-
bationszeit von 2 Min. zeigte, dass sich eine Sättigung einstellt, wenn beide Kurven 
(OCT1-transfizierte HEK293-Zellen und pcDNA5-transfizierte HEK293-Zellen) parallel 
verlaufen (Abbildung 3-12). Zur Bestimmung des VMax-und des KM-Wertes und deren 
Standardfehler wurden die ermittelten Werte der OCT1-, OCT2- und OCT3- transfizier-
ten HEK293-Zellen von den Werten der Zellen von den pcDNA5-transfizierten HEK293-





Abbildung 3-12: Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil an OCT1 
   
 
Abbildung 3-13: Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil in aufsteigender Konzentration an 
OCT1 
Der ermittelte Wert der pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen wurde von dem Wert der OCT2-trans-





























OCT1 zeigt eine effektive Aufnahme von Proguanil und eine beginnende Sättigung des 
Transports (KM) bei ca. 54,61 µM. Die maximale Transportgeschwindigkeit (VMax) be-
trägt 1081,96 pmol/mg Protein/min. Die drei unabhängigen Versuche wurden im Folgen-
den (Abbildung 3-14 und Abbildung 3-15) als Kurvenschaar dargestellt: 
 
Abbildung 3-14: Kurvenschar dreier unabhängiger Versuche des konzentrationsabhängigen Transports 
von Proguanil an OCT1 































Abbildung 3-15:Kurvenschar drei voneinander unabhängig durchgeführten Versuchen an OCT1 
Der ermittelte Wert der pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen wurde von dem Wert der OCT1-trans-
fizierten HEK293-Zellen subtrahiert. 
 
3.2.3.2 Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil an OCT2  
OCT2 zeigt durch einen KM-Wert von 24,6 µM eine doppelt so starke Aufnahme von 
Proguanil als OCT1. Dabei ist die maximale Transportgeschwindigkeit VMax etwa 50% 
geringer im Vergleich zu OCT1. Die Sättigung des Transports wird 50% schneller er-
reicht. In Abbildung 3-16 und 3-17 werden, wie bei OCT1, die einzelnen Versuche an-
hand von Kurvenschaaren mit OCT2-transfizierten HEK293- dargestellt. Die weiteren 
statistischen Berechnungen erfolgten wie bei der unter OCT1 beschriebenen Vorgehens-
weise. Die Abbildung 3-18 zeigt die Kurvenschar drei voneinander unabhängige Versu-
che zur konzentrationsabhängigen Aufnahme von Proguanil an OCT2-transfizierten 






























Abbildung 3-16: Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil mit aufsteigender Konzentration an 
OCT2 an OCT2- und pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen 
 
 
Abbildung 3-17: Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil in aufsteigender Konzentration an 
OCT2 
 Der ermittelte Wert der pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen wurde von dem Wert der OCT2-trans-






























Abbildung 3-18: Kurvenschar drei unabhängiger Versuche des konzentrationsabhängigen Transports von 
Proguanil an OCT2 -transfizierten HEK293- und pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen 
 
Abbildung 3-19: Kurvenschar der drei durchgeführten Versuche zur konzentrationsabhängigen Aufnahme 
von Proguanil an OCT2 























































3.2.3.3 Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil an OCT3  
Die Kurven in Abbildung 3-20 zeigen den Transport an OCT3 an den mit OCT3 und 
pcDNA5-transfizierten HEK Zellen. Nach Subtraktion der Werte für pcDNA5-Konzroll-
zellen von den Werten für OCT3 überexprimierende HEK293-Zellen kann die Sättigung 
des Transports dargestellt werden (Abbildung 3-21). 
OCT3 zeigt durch einen KM-Wert von 55,3 µM eine vergleichbare Aufnahme von Progu-
anil wie an OCT1. Dabei ist die maximale Transportgeschwindigkeit VMax etwa 50% so 
hoch wie bei OCT1, die Sättigung des Transports wird 50% schneller erreicht. 
 
Abbildung 3-20: Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil in aufsteigender Konzentration an 































Abbildung 3-21: Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil in aufsteigender Konzentration an 
OCT3-transfizierten HEK293- Zellen 













Für OCT3 wurden wie bei OCT1 und OCT2 die einzelnen Versuche anhand von Kurven-
schaaren im Folgenden (Abbildung 3-22 und Abbildung 3-23) dargestellt: 
 
Abbildung 3-22: Kurvenschar drei unabhängiger Versuche des konzentrationsabhängigen Transports von 
Proguanil an OCT3-transfzierten HEK293-Zellen 
 
Abbildung 3-23 Kurvenschar drei von Abbildung 3.22 durchgeführten Versuchen 






















































Es konnte experimentell dargestellt werden, dass Proguanil ein Substrat für OCT1, OCT2 
sowie OCT3 ist. Die Tabelle 3-14 stellt die Kinetik der Aufnahme von Proguanil der 
einzelnen OCTs dar: 
 
Tabelle 3-11: Kinetik der Aufnahme von Proguanil einzelner organischer Kationentransporter 
 
Transporter VMax [pmol/mg Protein/min]       MW          SEM 
KM [µM]       MW          SEM 
CLint (VMax/ KM) 
OCT1      1082           71,8     54,6              8 19,8 OCT2      548,4          33,6     24,6              1,9 22,3 OCT3      532,2        130,6     55,3            11,7   9,6 (MW =Mittelwert, SEM=Standardfehler) 
 
Die Berechnung des t-Tests zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den KM-
Werten der organischen Kationentransporter 2 und 3, jedoch einen zwischen OCT1 und 
OCT2 (p > 0,05) (SPSS, Turkey-HSD-Test). 
OCT1: OCT2 (p = 0,057), OCT1: OCT3 (p = 0, 96) und OCT2: OCT3 (p = 0, 12). 
Proguanil wird von allen drei Transportern transportiert. Die höchste Affinität zu den 
einzelnen Transportern besitzt es nach den In-vitro-Versuchen in folgender Reihen-
folge: 
OCT2 > OCT1 > OCT3 
Die Kurvenscharen der einzelnen Versuche für OCT1, OCT2 und OCT3 zeigen die ein-
zelnen Versuche anhand derer die konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil 
dargestellt werden kann. Dabei wurden drei voneinander unabhängige Versuche mitei-
nander verglichen und der Mittelwert, die Standardabweichung sowie der Standardfehler 
(SEM) mittels Sigma Plot 12.0 bestimmt. Anschließend wurden für die einzelnen Versu-
che der VMax- und der KM-Wert und deren Standardfehler ebenfalls mittels Sigma Plot 
12.0 berechnet und graphisch dargestellt. 
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3.2.4 Effekte der genetischen Polymorphismen von OCT1 auf die Auf-nahme von Proguanil 
 
Die zelluläre Aufnahme von Proguanil kann durch den genetischen Polymorphismus an 
dem OCT1-Transporterprotein stark beeinflusst werden. Die sechs bedeutendsten Poly-
morphismen wurden auf die Aufnahme analysiert. Bei diesem Versuch zeigte sich die 
Annahme, dass der Austausch oder die Deletion von Aminosäuren in der Aminosäurese-
quenz des OCT1-Transporterproteins zu einer Veränderung der zellulären Aufnahme von 
Progaunil führt. Die Reduzierung der zellulären Aufnahme ist die Folge bei allen Verän-















Abbildung 3-24: Effekt der genetischen Polymorphismen am OCT1-Transporterprotein  
 
Es zeigt sich, dass alle Polymorphismen zu einer Reduzierung der Aufnahme von Progu-






















































































tausch von Serin durch Phenylalanin, führte zu einer Reduzierung auf ca. 70%, der Poly-
morphismus an Position 408 (Met408Val) durch den Austausch von Methionin durch 
Valin und der Deletion an Position 420 von Methionin zu einer Reduzierung auf 27% des 
Ausgangwertes für die Aufnahme von Proguanil durch den wildtype des OCT1.  
 
Tabelle 3-12: Effekt der SNPs von OCT1 auf die Aufnahme von Proguanil  
 










Die Tabelle 3-15 kann dahingehenden gedeutet werden, dass die Aufnahme von Progu-
anil durch Polymorphismen des OCT1-Transporters beeinflusst wird. Die SNPs 
Met420del_Cys88Arg sowie Met420del_Gly465Arg unterscheiden sich nicht von den 
Werten der pcDNA5-Kontrollzellen. Der stärkste Transport der untersuchten SNPs er-






3.2.5 Interaktion der Aufnahme von Proguanil an OCT1 durch Zugabe 
weiterer Arzneistoffe  
 
Die Feststellung, ob die Aufnahme von Proguanil durch die Anwesenheit weiterer Arz-
neistoffe beeinflusst wird, die ebenfalls bei einer Malariaerkrankung (Abbildung 3-25A) 
oder verbreiteten Erkrankungen wie Diabetes, Hypertonie oder bei säurebedingten Ma-
gen-Darm-Erkrankungen oder zur Unterdrückung der Übelkeit (Ondansetron) verab-
reicht werden (Abbildung 3-25B), wurde im folgenden Versuch durch die gleichzeitige 
Gabe ihrer 2-, 10-, und 20-fachen maximalen Plasmakonzentration bei einer Inkubations-
zeit von 2 Minuten analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von 
drei unabhängigen Untersuchungen. Die maximalen Plasmakonzentrationen wurden aus 
der Fachliteratur zu den einzelnen Arzneistoffen entnommen. In der folgenden Tabelle 
sind die maximalen Plasmakonzentrationen der einzelnen Arzneistoffe in Prozent [%] 































































































Progaunil mit Arzneistoffen an OCT1 
Interaktion mit der 2- (graue Balken), 10- (gestreifte Balken) und 20-fachen maximalen Konzentration (ka-
rierte Balken) einzelner Arzneistoffe an OCT1, Inkubationszeit [2 min]. pcDNA5 sowie OCT1 [links] (je 
grüne Balken) ohne Zugabe eines Arzneistoffs. 
 
Tabelle 3-13: Effekt  der einzelnen Arzneistoffe auf die Aufnahme von Proguanil  an OCT1.  
 Effekt in Prozent [%] auf die Aufnahme von Proguanil [100%] Arzneistoff 2x Cmax 10x Cmax 20x Cmax 






































































Proguanilkonzentration [2 µM] 
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Die stärkste Inhibition bei der 2-fachen maximalen Plasmakonzentration zeigten 
Doxycyclin, Metoprolol, Omeprazol und Mefloquin absteigend in [%] vom Ausgangs-
wert für Proguanil [100%]. Eine Abnahme von ca. 6-8 % nach gleichzeitiger Gabe der 2-
fachen maximalen Konzentration wurde bei Ondansetron und Chinin beobachtet. Ein 
leicht synergistischer Effekt auf die Aufnahme von Proguanil erfolgte bei Hydroxychlo-
roquin sowie Chloroquin und Metformin, ein starker synergistischer Effekt wurde bei 
Rabeprazol beobachtet. 
 Die 10-fache maximale Plasmakonzentration führte bei sechs der zehn angewandten 
Arzneistoffe zu einer Senkung der Aufnahme von Proguanil. Rabeprazol reduzierte zwar 
den synergistischen Effekt der vermehrten Aufnahme von Proguanil, jedoch nicht signi-
fikant. Hydroxychloroquin, Chloroquin sowie Metformin führten zu keiner Änderung der 
Aufnahme an OCT1. Erst die 20-fache maximale Plasmakonzentration führte zu einer 
Reduzierung der Aufnahme von Proguanil an OCT1. Die stärkste Inhibition führte Chinin 
herbei. Ondansetron ist bereits als ein Substrat von OCT1 bekannt. 
Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, dass die zelluläre Aufnahme von Proguanil bei 
gleichzeitiger Gabe von weiteren Arzneistoffen zu Interaktionen führen kann, die die 
Aufnahme und somit die therapeutische Wirksamkeit beeinflussen.  
 
3.3 Charakterisierung des Transports von Cycloguanil an OCT-transfizierten HEK293-Zellen 
 
3.3.1 PAMPA-Messung von Cycloguanil 
 
Die Bestimmung der Membranpermeabilität von Cycloguanil wurde identisch zu dem 
Versuch von Proguanil unter 3.4.1 durchgeführt. Dabei ergab sich ein Permeabilitätsko-
effizient (Pe) von Pe = 2,41 x 10-6 cm/s). Dies deutet darauf hin, dass Cycloguanil aufgrund 
seiner schwachen Lipophilie zelluläre Membranen ohne ein Transportsystem nicht über-
winden kann (Abbildung 3-26). Der über ADMET PredictorTM (siehe 3.4.1) ermittelte 
log D 7,4-Wert von -0,06 ist ein weiteres Indiz dafür, dass Cycloguanil über einen Trans-




Abbildung 3-26: Bestimmung der Carrier-unabhängigen Membranpermeabilität von Cycloguanil mittels 
PAMPA 
Dargestellt sind die Membranpermeabilitäten (Pe) von vier Konzentrationen (0, 125, 250, 500 µM). Die 












3.3.2 Direkte Aufnahme von Cycloguanil an den OCTs der SLC22-Fami-lie 
 
Die direkte Aufnahme von Cycloguanil wurde wie bereits bei Proguanil beschrieben 
durchgeführt. Der aktive Metabolit Cycloguanil zeigt bei einer Konzentration von 2 µM 
eine 30% höhere zelluläre Aufnahme als die den pcDNA5-transfizierten HEK239-Zellen 
(Kontrollzellen).  
 
Abbildung 3-27: Die direkte Aufnahme von Cycloguanil an OCT1 und pcDNA5 transfizierten HEK293-
Zellen 
OCT1 und pcDNA5 transfizierte HEK-Zellen (weiße Balken), sowie die Hemmung der direkten Auf-
nahme durch Zugabe von MPP+[1 mM] an OCT1(grüne Balken), Inkubationszeit [2 Min]. 
Die direkte zelluläre Aufnahme wurde ebenfalls wie bei Progaunil mittels MPP+ ge-
hemmt. Hierbei zeigte sich eine Reduzierung der Aufnahme um 65% des Ausgangswertes 
an OCT1-überexprimierten HEK293-Zellen (Abbildung 3-27). Für die weiteren Versu-
che zur Aufnahme von Cycloguanil an OCT2 (Abbildung 3-28), OCT3 (Abbildung 3-
29), OCTN1 (Abbildung 3-30) und OCTN2 (Abbildung 3-31) wurde eine Konzentration 




Abbildung 3-28: Die direkte Aufnahme von Cycloguanil an mit OCT2 und pcDNA5 transfizierten 
HEK293-Zellen 
 
OCT2 und pcDNA5 transfizierte HEK-Zellen (weiße Balken) sowie die Hemmung der direkten Auf-




Abbildung 3-29: Die direkte Aufnahme von Cycloguanil an mit OCT3 und pcDNA5 transfizierten 
HEK293-Zellen, 
OCT3 und pcDNA5 transfizierte HEK-Zellen (weiße Balken) sowie die Hemmung der direkten Auf-




Abbildung 3-30: Die direkte Aufnahme von Cycloguanil an mit OCTN1 und pcDNA5 transfizierten HEK293-Zellen 
OCTN1 und pcDNA5 transfizierte HEK-Zellen (weiße Balken) sowie die Hemmung der direkten Auf-
nahme durch Zugabe von L-Carnitin [0,5 mM] (grüne Balken), Inkubationszeit [2 min.] 
 
Abbildung 3-31: Die direkte Aufnahme von Cycloguanil an mit OCTN2 und pcDNA5 transfizierten 
HEK293-Zellen  
OCTN2 und pcDNA5 transfizierte HEK-Zellen (weiße Balken) sowie die Hemmung der direkten Auf-
nahme durch Zugabe von L-Carnitin [0,5 mM] (grüne Balken), Inkubationszeit [2 Min]. 
 
Anhand der Versuche der direkten zellulären Aufnahme von Cycloguanil an den OCT-
Transportern der SLC22-Familie kann gedeutet werden, dass Cycloguanil über OCT1, 
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OCT2 und OCT3, aber nicht über OCTN1 und OCTN2 transportiert werden kann. Die 
stärkste Aufnahme zeigt OCT3, gefolgt von OCT2 und OCT1. Aufgrund der großen Be-
deutung von OCT1, das von allen kationischen Transportern die größte Expression in der 
Leber aufweist, wurde an diesem Transporter anschließend eine konzentrationsabhängige 
Aufnahme von Cycloguanil durchgeführt. Der Versuch sollte Aufschluss über eine mög-
liche Sättigung geben.  
3.3.3 Konzentrationsabhängige Aufnahme von Cycloguanil an OCT1 
 
Die konzentrationsabhängige zelluläre Aufnahme von Cycloguanil an OCT1- sowie 
pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen bei einer Inkubationszeit von 2 Minuten zeigte, 
dass sich eine Sättigung einstellt, wenn beide Kurven parallel zueinander verlaufen (Ab-
bildung. 3-32). Die Darstellung der OCT1-vermittelten Aufnahme von Cycloguanil er-
folgte durch die Subtraktion der Werte der pcDNA5-Kontrollzellen von denen der OCT1 
überexprimierten HEK293-Zellen (Abbildung 3-33).  
 































Abbildung 3-33: Konzentrationsabhängige Aufnahme von Cycloguanil in aufsteigender Konzentration an 
OCT1-transfizierten HEK293- Zellen 
Der ermittelte Wert für pcDNA5 wurde vom OCT3-Wert subtrahiert. 
 
Eine Sättigung stellte sich ab einer Konzentration von 107,56 µM +/- 25,67 µM ein. Da-
raus kann geschlossen werden, dass der Transport von Cycloguanil am OCT1-Transpor-
ter sättigbar ist. Die maximale Transportgeschwindigkeit am Transporter OCT1 beträgt 
116,31 +/- 16,32 pmol/mg Protein/min. Die ermittelten Werte zu den Graphen in Abbil-
dungen 3-32 und Abbildung 3-33 der konzentrationsabhängigen Aufnahme von Cyc-
loguanil an OCT1-transfizierten HEK293-Zellen stellen die berechneten Mittelwerte so-
wie die Standardfehler aus vier unabhängigen Versuchen dar. Die einzelnen Versuche 
sind in Abbildung 3-34 sowie Abbildung 3-35 dargestellt. 
Nach der Darstellung des Transports von Cycloguanil an OCT1 und der Sättigbarkeit des 
Transports wurde der Effekt des genetischen Polymorphismus von OCT1 auf die Auf-
nahme von Cycloguanil ermittelt. Dabei wurden die SNPs analog zu dem Versuch mit 
Proguanil genutzt. 




Abbildung 3-34: Kurvenschar vier unabhängiger Versuche des konzentrationsabhängigen Transports von 
Cycloguanil an OCT1- und pcDNA5-transfizierten HEK293-Zellen 
 
 
Abbildung 3-35: Kurvenschar von vier unabhängig durchgeführten Versuchen  























































3.3.4 Effekt des genetischen Polymorphismus von OCT1 auf die Auf-nahme von Cycloguanil 
 
Der Effekt des genetischen Polymorphismus von OCT1 (Abbildung 3-36) auf die zellu-
läre Aufnahme von Cycloguanil wurde anhand der sechs bedeutendsten SNPs der Kau-
kasier analysiert. Dabei zeigte die zelluläre Aufnahme von Cycloguanil bei einer Kon-
zentration von 30 µM bei den Einzelnukleotid-Polymorphismen des OCT1-Transporters 
Veränderungen bei allen relevanten SNPs der Kaukasier. Die reduzierte direkte zelluläre 
Aufnahme von Cycloguanil an den einzelnen relevanten SNPs der Kaukasier ist in der 
Tabelle 3-14 in Prozent [%] aufgeführt. Bei diesem Versuch zeigte sich die Annahme, 
dass es durch einen Austausch oder die Deletion einer Aminosäure in der Aminosäurese-
quenz des OCT1-Transporterproteins es zu einer Veränderung der zellulären Aufnahme 




































































Abbildung 3-36: Effekt der genetischen Polymorphismen am OCT1-Transporterprotein auf die Aufnahme von Cycloguanil  
























Tabelle 3-14: Effekte der SNPs von OCT1 auf die Aufnahme von Cycloguanil . 










Die Tabelle 3-14 zeigt, dass, wie bei Proguanil, die Aufnahme von Cycloguanil durch 
Polymorphismen des OCT1-Transporters beeinflusst wird. Die Werte der SNPs von 
OCT1-transfizierten HEK293-Zellen mit Met420de_Cys88Arg sowie 
Met420del_Gly465Arg unterscheiden sich unwesentlich von denen der pcDNA5-transfi-
zerten-HEK293-Zellen (Kontrollzellen). Der stärkste Transport der untersuchten SNPs 
erfolgt bei Ser14Phe mit 83,7%, gefolgt von Arg61Cys mit 58,9%, 








3.3.5 Interaktion der Aufnahme von Cycloguanil an OCT1 durch weitere Arzneistoffe 
 
Der Versuch möglicher Effekte bei der gleichzeitigen Zugabe relevanter Arzneistoffe, die 
ebenfalls bei einer Malariaerkrankung (Abbildung 3-37A) oder einer verbreiteten Er-
krankung wie Diabetes mellitus, Hypertonie oder einer erhöhten Säureproduktion des 
Magens (Abbildung 3-37B) verabreicht werden können, mit Cycloguanil [30 µM] wurde 
identisch zu Proguanil (3.4.5) durchgeführt. Die Effekte aus drei unabhängigen Versu-
chen unter der Bestimmung der Mittelwerte und Standardfehler sind im Folgenden (Ab-
bildung 3-37A und Abbildung 3-37B) dargestellt. Tabelle 3-15 verdeutlicht den Effekt 
der 2-, 10- sowie 20-fachen maximalen Plasmakonzentration der einzelnen Arzneistoffe 































































































Abbildung 3-37A und B: Interaktion von Cycloguanil mit Arzneistoffe an OCT1 
Interaktion mit der 2- (graue Balken), 10- (gestreifte Balken) und 20-fachen maximalen Konzentration (ka-
rierte Balken) einzelner Arzneistoffe an OCT1, Inkubationszeit [2 min], pcDNA5 sowie OCT1 [links] (je 



























































































Der Effekt der einzelnen Pharmaka wird in der Tabelle 3-15 nochmals zusammengefasst: 
Tabelle 3-15: Effekt  der einzelnen Arzneistoffe auf die Aufnahme von Cycloguanil an OCT1.  
 Effekt in Prozent [%] auf die Aufnahme von Cycloguanil [100%] 
Arzneistoff 2x Cmax 10x Cmax 20x Cmax 
Hydroxychloro-quin 62,4 102,1 92,5 
Chloroquin 67,6 62,7 34,8 
Mefloquin 66,3 53,1 30,6 
Doxycyclin 80,1 64,8 44,8 
Chinin 58,0 30,2 19,2 
Metformin 74,0 81,6 30,1 
Rabeprazol 97,8 120,7 136,8 
Omeprazol 55,2 78,3 119,6 
Ondansetron 75,6 27,6 14,8 
Metoprolol 97,9 103,6 101,9  
Die stärkste Inhibition nach Zugabe der 2-fachen maximalen Plasmakonzentration zeig-
ten Omeprazol mit 55,2% gefolgt von Chinin mit 58% vom Ausgangswert für Cyclogu-
anil (100%). Eine geringfügige Reduzierung der Aufnahme nach Zugabe der 2-fachen 
maximalen Plasmakonzentration von Cycloguanil erfolgte bei gleichzeitige Gabe von 
Metoprolol und Rabeprazol. Ein leicht synergistischer Effekt auf die Aufnahme von Cyc-
loguanil erfolgte bei gleichzeitiger Gabe von Hydroxychloroquin bei Zugabe der 10-fa-
chen maximalen Plasmakonzentration, bei Rabeprazol ab der 10- sowie 20-fachen maxi-
malen Plasmakonzentration. Die gleichzeitige Gabe von Metoprolol zu Cycloguanil 
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zeigte keinen Einfluss nach der 2-, 10- und 20-fachen Zugabe seiner maximalen Plasma-
konzentration. Fünf der zehn Arzneistoffe zeigten bei aufsteigender Zugabe ihrer maxi-
malen Plasmakonzentrationen eine Inhibition der Aufnahme von Cycloguanil. Ondanse-
tron, ein Substrat des OCT1-Transporters, zeigte bei der Zugabe der 20-fachen maxima-
len Plasmakonzentration die größte Inhibition (14,8% vom Ausgangswert 100%). Aus 
den Ergebnissen wird deutlich, dass die zelluläre Aufnahme von Cycloguanil bei gleich-
zeitiger Gabe von weiteren Arzneistoffen zu Interaktionen am Transporter führen kann, 


















3.4 Charakterisierung des Transports von Proguanil in Erythrozyten 
 
3.4.1 Direkte Aufnahme von Proguanil in die Erythrozyten 
 
Die Aufnahme von Proguanil [2 µM] (Abbildung 3-38) und [20 µM] (Abbildung 3-39) 
durch die Erythrozyten wurde anhand der gewonnen Peakflächen beobachtet. Bei 4°C 
wurde davon ausgegangen, dass es zu keiner Aktivität eines möglichen Kationentrans-
porters kommen konnte. Es zeigte sich bei beiden Konzentrationen, dass eine erythro-
zytäre Aufnahme des Wirkstoffs stattgefunden hat und durch die Zugabe von MPP+ [1 
mM] gehemmt werden kann. MPP+ ist ein Substrat der OCT1, OCT2 und OCT3. 
 
Abbildung 3-38: Direkte sowie inhibierte erythrozytäre Aufnahme von Proguanil 




















Abbildung 3-39: Direkte und inhibierte erythrozytäre Aufnahme von Proguanil  
Proguanil [20 µM] bei einer Inkubationszeit von [2, 5, 10 Min].  
Die Abbildung 3-38 und Abbildung 3-39 zeigen, dass eine zeitlich steigende erythro-
zytäre Aufnahme von Proguanil bei 37°C stattfindet. Die gleichzeitige Gabe von MPP+ 
bei 37°C führt zu einer Hemmung der erythrozytären Aufnahme von Proguanil. Im Ver-
gleich dazu zeigen die bei 4°C inkubierten Erythrozyten wie vorhergesehen keine Auf-
nahme von Proguanil. Daraus kann geschlossen werden, dass Proguanil die Erythrozy-
tenmembran überwinden und sich im Zellinneren anreichen kann. Die Inhibition des 
Transports mittels MPP+ lässt die Vermutung zu, dass ein organischer Kationentranspor-
























3.4.2 Konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil in die Erythrozy-ten 
 
Durch die Messungen der zeitabhängigen Aufnahme von Proguanil unter 3.4.1 wurde die 
konzentrationsabhängige Aufnahme von Proguanil bei einer Inkubationszeit von 10 Min. 
gemessen (Abbildung 3-40). Dabei wurden die Erythrozyten bei 37°C und 4°C inkubiert. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler von drei voneinander unabhängigen 
Versuchen. Die Einzelversuche sind in Abbildung 3-4) als Kurvenschar dargestellt. Da-
raus wurden jeweils die KM- und VMax-Werte sowie deren Standardfehler berechnet.  
 
Abbildung 3-40: Konzentrationsabhängige erythrozytäre Aufnahme von Proguanil bei aufsteigender Kon-































Abbildung 3-41: Konzentrationsabhängige erythrozytäre Aufnahme von Proguanil bei aufsteigender Kon-
zentration 
Um die Sättigung bestimmen zu können, werden die Werte für die Aufnahme bei 4°C von den Werten für 






























Abbildung 3-42: Kurvenschar der erythrozytären Aufnahme von Proguanil  
Die Abbildung zeigt vier unterschiedliche Versuche der erythrozytären Aufnahme mit aufsteigenden Kon-
zentrationen [µM]. Die Versuche wurden bei 37°C sowie 4°C durchgeführt, Inkubationszeit [10Min]. 
 
Die konzentrationsabhängige erythrozytäre Aufnahme von Proguanil durch nichtinfi-
zierte Erythrozyten zeigt eine Sättigung (Abbildung 3-41). Daraus kann geschlossen 
werden, dass der Transport von Proguanil sättigbar ist und nach der Michaelis-Menten-
Kinetik folgt. Die Bestimmung des VMax- und des KM-Wertes zeigen, dass ab einer Kon-
zentration von ca. 877 µM eine Sättigung eintritt und die maximale Transportgeschwin-
digkeit bei 1164 pmol/ mg Protein/min. liegt.  
 
3.4.3 OCT- Inhibition von Proguanil an Erythrozyten 
 
Die Versuche der Inhibition mittels MPP+ bei 3.4.1 sowie der konzentrationsabhängigen 
erythrozytären Aufnahme von Proguanil bei 3.4.2 zeigten, dass der Transport von Progu-
anil inhibiert werden kann und sättigbar ist. Durch die Zugabe spezifischer Inhibitoren 
einzelner OCTs mit unterschiedlichen Konzentrationen wurde versucht, die Aufnahme 
von Proguanil [200 µM] zu reduzieren oder gar zu blockieren. Die Abbildung 3-43 zeigt 





























einzelnen organischen Kationentransporter. Naringin, ein Substrat des organischen An-
ionentransporters (OATP), wurde ebenfalls getestet. 
 
Abbildung 3-43: Inhibition der Aufnahme von Proguanil  
 
Alle Inhibitoren außer L-Carnitin können die Aufnahme von Proguanil [200 µM] nicht 
blockieren. L-Carnitin hemmt die Aufnahme von Proguanil [200 µM] auf ca. 60% vom 
Ausgangswert für Proguanil (100%). L-Carnitin ist ein spezifischer Inhibitor der Zwitte-
rionen-Transporter OCTN1 sowie OCTN2. Die Hemmung mittels MPP+ zeigt bei der 
obigen Konzentration keine Wirkung auf die Aufnahme von Proguanil. Daher scheint die 






3.5 Ergebnisse der Methodenvalidierung von Amisulprid 
 
Ziel der Methodenvalidierung war es, Amisulprid an mit OCT1-3, OCTN1 und OCTN2 
transfizierten HEK293-Zellen mittels HPLC zu bestimmen. Dazu wurde die Methode von 
(Kudris et al., 2011) modifiziert. Die Zusammensetzung des Fließmittels wurde dahinge-
hend verändert, dass es zu einer Reduzierung des Lösungsmittelanteils im Fließmittel von 
35% auf 12% kam. Somit konnte ein Tailing, also eine asymmetrische Peakform, bei der 
das vordere Teil des Peaks im Gegensatz zudem hinteren Teil steiler zur Grundlinie ist, 
beseitigt werden. Darüber hinaus wurde ein Säulenofen mit 40°C eingesetzt, um die Tem-
peratur Konstanz der Reproduzierbarkeit der Daten zu erhalten. Anschließend konnten 
die einzelnen Parameter der Methodenvalidierung berechnet werden. Eine umfassende 
Darstellung aller Ergebnisse, die unter Verwendung der Methode in enger Kooperation 
mit Herrn Dr. Joao Dos Santos de Pereira erzielt wurde, ist bereits publiziert (Dos Santos 




Die Kalibratoren wurden in den Konzentrationen 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 25, 50 ng/ml herge-
stellt. Sie wurden mittels Dreifachbestimmung an drei unterschiedlichen Tagen bestimmt. 
Die Verdünnungsreihe ist in der Methodenbeschreibung (2.5) aufgeführt. Die Anzahl der 




Es wurden drei Qualitätskontrollen zu Beginn der Messversuche hergestellt und bei             
-20°C gelagert. An jedem Versuchstag wurden sie aufgetaut und vermessen. Sie lagen im 
Konzentrationsbereich von 0,5, 5, und 50 ng/ml. Die Anzahl der jeweiligen Qualitätskon-






Wie bei 2.2.3.2 bereits definiert und erwähnt, wurde die Präzision der Kalibratoren sowie 
der Qualitätskontrollen anhand der erläuterten Tests bestimmt. 
 
3.5.3.1 Präzisionsberechnung der Kalibratoren  
Zur weiteren Berechnung der Präzision liegen in Tabelle 3-16 die statistischen Werte für 
den Mittelwert, die Standardabweichung sowie den Variationskoeffizienten der einzelnen 
Kalibratoren (K) vor. Die Kalibratoren sind nach aufsteigender Konzentration wie unter 
3.2.2 aufgeführt. 
Tabelle 3-16: Auswertung der statistischen Werte der Kalibratoren 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 










x  0,179 0,527 1,147 5,118 10,303 25,220 50,115 s 0,034 0,125 0,182 0,377 0,409 0,859 0,856 
Vk  0,190 0,238 0,159 0,074 0,040 0,034 0,017 
 
 
Anschließend wurde anhand der Gleichung 2-7 die Prüfgröße nach David bestimmt und 
mit dem tabellarischen Wert aus der David-Tabelle im Anhang verglichen. Die Berech-






Tabelle 3-17: Auswertung der einzelnen Kalibratoren nach David 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 
K3                    
[ng/ml] 








PG  3,2 3,61 3,24 3,98 4,27 3,73 3,93 
u og g
 2,58-4,01 2,58-4,02 2,88-4,60 2,92-4,67 2,92-4,68 2,58-4,02 2,75-4,34 
 
Aus den Berechnungen geht hervor, dass die Werte aller Kalibratoren der signifikanten 
Wahrscheinlichkeit von 99% nach normalverteilt sind. Die berechneten Prüfgrößen be-
finden sich innerhalb des Bereiches, der durch David vorgegeben wird. Der Grubbs-Test 
wurde aufgrund des Verdachts auf Ausreißer innerhalb der Messreihen durchgeführt (Ta-
belle 3-18). 
 
Tabelle 3-18: Auswertung der Kalibratoren nach Grubbs 
 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 










Q 1,617 2,144 1,434 1,698 1,756 1,281 1,172 
P (95%) 2,234 2,234 2,475 2,504 2,504 2,234 2,371 
P (99%) 2,485 2,485 2,785 2,821 2,821 2,485 2,659 
 
Weder nach einer signifikanten Wahrscheinlichkeit von 99% noch bei einer 95%igen 
Wahrscheinlichkeit können die ermittelten Messdaten der einzelnen Kalibratoren als 
Ausreißer erklärt werden. Sie liegen unter dem tabellarischen Grubbs-Wert für P = 99% 




3.5.3.2 Präzisionsberechnung der Qualitätskontrollen  
Die Auswertung der benötigten statistischen Werte können aus Tabelle 3-19 entnommen 
werden. 
Tabelle 3-19: Berechnung der statistischen Werte der Qualitätskontrollen 
 
 Q1= 0,5ng/ml Q2= 5ng/ml Q3= 50ng/ml 
x  0,646 5,164 51,124 s 0,173 0,466 1,253 Vk  0,269 0,090 0,025  
Anschließend wurden der David-Test sowie der Grubbs-Test angewandt und berechnet. 
Es ergaben sich folgende Ergebnisse, die in den Tabellen 3-20 sowie 3-21 dargestellt 
sind: 
Tabelle 3-20: Berechnung der einzelnen Qualitätskotrollen nach David 
 
 Q1= 0,5ng/ml Q2= 5ng/ml Q3= 50ng/ml 
PG  2,605 2,813 2,698 
u og g  2,35 - 3,74 2,58 - 4,01 2,35 - 3,74 
 
Durch die Berechnung der Prüfgröße nach David und dem Vergleich mit dem tabellari-
schen Wert, der durch David angegeben wird, kann bei allen drei Qualitätskontrollen bei 







Tabelle 3-21: Berechnung der Qualitätskontrollen nach Grubbs 
 
 Q1= 0,5ng/ml Q2= 5ng/ml Q3= 50ng/ml 
Q 1,259 1,421 1,695 P (95%) 2,032 2,234 2,032 P (99%) 2,221 2,032 2,221  
Alle berechneten Prüfgrößen Q für die Bestimmung nach Grubbs lagen unter den tabel-
larischen Grubbs-Werten für P = 99% sowie P = 95. Es befinden sich keine Ausreißer in 




Zur Bestimmung der Richtigkeit wurde der Sollwert-t-Test für die einzelnen Kalibratoren 
und Qualitätskontrollen durchgeführt und mit der Tabelle des t-Tests im Anhang vergli-
chen und interpretiert. Dabei wird ein Vertrauensintervall von P = 95% herangezogen.  
Tabelle 3-22: Sollwert-t-Test der Kalibratoren 
 
 K1   
[ng/ml] 
K2    
[ng/ml] 










t  (b*) 7,705 0,716 3,330 1,328 3,142 0,849 0,519 
t  (t*) 2,201 2,201 2,110 2,101 2,101 2,201 2,131 








Tabelle 3-23: Sollwert-t-Test der Qualitätskontrollen 
  Q1= 0,5ng/ml Q2= 5ng/ml Q3= 50ng/ml t  (berechnet) 2,370 1,167 2,533 t  (tabellarisch) 2,306 2,201 2,306  
Bei Q1 und Q3 sind die berechneten t-Werte größer als deren tabellarischer t-Wert. Q2 




Die Linearität der Kalibratoren (Abbildung 3-44) wurde durch die Gleichung 2-8 be-stimmt. Grundlage war die lineare Regression. Die Bestimmung von R2 ergibt einen Wert von 0,9942.  
  
Abbildung 3-44: Darstellung der Linearität der Kalibriergeraden für Amisulprid. 
Die x-Achse beschreibt die Kalibratoren mit aufsteigender Konzentration [ng/ml], die y-Achse gibt den 





Die Linearität der Messwerte der Qualitätskontrollen (Abbildung 3-45) wurde identisch 
zu der Linearität der Kalibratoren (Abbildung 3-44) bestimmt. Der Korrelationskoeffi-




Abbildung 3-45: Darstellung der Linearität der Qualitätskontrollen für Amisulprid.  
Die x-Achse beschreibt die Qualitätskontrollen mit aufsteigender Konzentration [ng/ml], die y-Achse gibt 
den Quotienten aus der Peakfläche der Qualitätskontrollen dividiert durch den internen Standard Meto-
clopramid (MCP) wieder. 
 
3.5.6 Darstellung der Chromatogramme 
 
Die Chromatogramme für Amisulprid sind im Folgenden (Abbildung 3-46) für 1 ng/ml 
sowie (Abbildung 3-47) für 10 ng/ml mit dem internen Standard gezeigt. Beide Peaks 
sind gut voneinander getrennt und eindeutig ohne eine Beeinflussung durch ein Hinter-




Abbildung 3-46: 1. Chromatographische Darstellung von Amisulprid  und Metoclopramid (MCP).  
 
 
Abbildung 3-47: 2. Chromatographische Darstellung von Amisulprid und Metoclopramid (MCP).  
 
Die Darstellung der Chromatogramme für (Abbildung 3-48) Sultoprid (5 ng/ml) sowie 















Arzneistoffe mit der validierten Methode. Beide Peaks sind jeweils gut vom internen 
Standard getrennt und werden nicht durch ein störendes Hintergrundrauschen beeinflusst.  
 
 
Abbildung 3-48: Chromatographische Darstellung von Sultoprid und Metoclopramid (MCP). 
 



















Das Lysat der Proben, in dem sich der Arzneistoff Amisulprid sowie der interne Standard 
(IS) Metoclopramid (MCP) befanden, wurde in einem Stickstoff-Evaporator für ca. 40 
Minuten abgedampft, sodass Arzneistoff sowie interner Standard nach Verlust des Lö-
sungsmittels zurückblieben. Anschließend wurde der Rückstand mit 100 µl Fließmittel 
mit einer Eppendorf-Pipette aufgenommen, in das HPLC-Gläschen überführt und über 
den Autosampler mit automatisierter Injektionsspritze 50 µl in die Dosierschleife inji-
ziert. Die Qualitätskontrollen wurden  an jedem Versuchstag aufgetaut, die Kalibratoren 
frisch hergestellt und injiziert. 
 




Wie im Abschnitt 2.2.3 erläutert, wurde bei der Konzentrationsbestimmung von Debriso-
quin eine Methode modifiziert, die bereits in der Literatur Anwendung fand (Pereira et 
al., 2000). Zur Konzentrationsbestimmung mittels HPLC wurde bei der oben genannten 
Methode die Konzentration des Natriumacetatpuffers auf 50 mM erhöht. Dies führte zu 
längeren Waschprozessen der HPLC-Säule, da sonst das Natriumacetat auskristallisiert 
wäre und zu einer nachhaltigen Schädigung der HPLC-Säule geführt hätte. Als interner 
Standard wurde Venlafaxin genutzt. Es wurden drei Kalibratoren mit den Konzentratio-
nen von 20 ng/ml, 200 ng/ml sowie 2000 ng/ml eingesetzt. Sie wurden vor der Freigabe 
an drei verschiedenen Tagen in einer Dreifachbestimmung vermessen. Dabei wurde De-
brisoquin sowie 4-Hydroxydebrisoquin als Referenzfestsubstanz in Lösung gebracht und 
eine Verdünnungsreihe erstellt. Die Bestimmungsgrenze (LOQ) lag bei 10 ng/ml, die 
Nachweisgrenze  (LOD) bei 1 ng/ml. Die Auswertung wurde in Kooperation durchge-
führt und die Ergebnisse gemeinsam publiziert (Saadatmand et al., 2012). Die modifi-
zierte Methode kann sowohl für Debrisoquin als auch für 4-Hydroxydebrisoquin genutzt 
werden. Die Peaks zeigen ein Tailing, was mit einer Erhöhung oder Erniedrigung der 
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Temperatur der Säule, des pH-Wertes oder durch das Entfernen der Vorsäule nicht beho-
ben werden konnte. Auch eine Veränderung der Flussrate führte nicht zum Erfolg. Daher 
wurden die Peakformen als akzeptabel erachtet. Die Integration der Peaks wurde manuell 
erstellt. Die Darstellung zweier Konzentrationen von Debrisoquin mit 20 ng/ml (Abbil-
dung 3-50) sowie 200 ng/ml (Abbildung 3-51) sind hier dargestellt: 
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4 Diskussion und Schlussfolgerungen 
 
4.1 Auswahl der Methode für Proguanil und Cycloguanil 
 
Verschiedene Methoden zur Bestimmung von Proguanil und Cycloguanil wurden vorab 
getestet. Keine der verwandten Methoden (Benjamin U. Ebeshi, 2005; Bergqvist et al., 
1998; Bergqvist and Hopstadius, 2000; Chaulet et al., 1994; Helsby et al., 1993; Hoskins 
et al., 1997; Kusaka et al., 1996) konnte die gewünschten von uns festgelegten Spezifika-
tionen erreichen. Durch Veränderungen der Methode von Edstein (Edstein, 1986) konnte 
eine für uns nutzbare Sensitivität erreicht werden. Darüber hinaus ist die Anwendbarkeit 
einer Methode abhängig von den vorzufindenden Gegebenheiten im Labor. Nicht jede 
Methode kann auf jedes Labor transferiert werden. Des Weiteren ist nicht jede chroma-
tographische stationäre Phase in den wesentlichen Charakteristika (Partikelform und -
größe, Porengröße, Beschichtung, Länge der Säule, Packungsdichte) identisch. Unter-
schiedliche Hersteller haben differenzierte Spezifikationen und Anforderungen an ihr 
Produkt. Daher ist die eigene Methodenoptimierung und Methodenvalidierung mit eige-
nen Spezifikationen sowie der Vorschriften der FDA (2001) von großer Bedeutung. Für 
Proguanil und Cycloguanil konnte mit der modifizierten Methode unter 2.9.2 gut repro-
duzierbare Ergebnisse mit einer hohen Sensitivität (LOQ = 10ng/ml für Proguanil und 5 
ng/ml für Cycloguanil) erzielt werden. Die Herabsetzung des pH-Wertes des Fließmittels 
auf 2,6 beruhte darauf, dass ein saurer Eluent sinnvoll für die Trennung von Säuren und 
schwachen, organischen Basen sein kann. Bei organischen Basen kann sogar schon der 
organische Charakter ausreichen, sodass es doch zu Wechselwirkungen mit der apolaren 
Phase kommt, bei der die Auflösung ausreichend ist, wie es hier der Fall war. 
4.1.1 Methodenoptimierung und Methodenvalidierung 
 
Die Methode musste für die zur Verfügung stehende HPLC-Apparatur verwendbar sein. 
Dabei wurden diverse chromatographische Säulen mit Längen von 12,5 cm, sowie 25 cm 
Länge mit unterschiedlicher Partikelgröße (3 µM, 5 µM) unterschiedlichster Hydropho-
bie und Polarität (C8, C18) der stationären Phase sowie verschiedene „reversed phase“-
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Säulen angewandt. Des Weiteren wurden ebenso Vorsäulen (C8, CN) eingesetzt, um eine 
saubere Trennung zu erzielen. Die Detektion bei einer Wellenlänge < 210 nm führte durch 
den Anteil an Störpeaks dazu, dass nicht nur der Analyt, sondern auch viele körpereigene 
Substanzen oder in unserem Fall auch viele andere in der Zellkultur enthaltene Substan-
zen und lysierte Zellbestandteile das UV-Licht der niedrigen Wellenlängen absorbieren. 
Daher sind niedrige Wellenlängen eher unselektiv. Bei höheren Wellenlängen als 200nm 
tritt eine Absorption auf, wenn das zu detektierende Molekül wie im Fall von Proguanil 
und Cycloguanil konjugierte Doppelbindungen sowie einen aromatischen Ring (Benzen) 
aufweisen (Meyer, 2009). Die oben genannten Gruppen absorbieren in unterschiedlicher 
Weise. Der Absorptionskoeffizient Ɛ ist das Maß für die Lichtabsorption. „Aromaten be-
sitzen hohe Extinktionskoeffizienten, Ketone eher einen kleinen Extinktionskoeffizien-
ten“(Meyer, 2009).  
Des Weiteren wurde ein gekühlter Autosampler genutzt, der die Lagerung der Proben bei 
4°C nachstellte, da alle Proben bis zur Analyse bei 4°C gelagert wurden. Für die Tren-
nung an der stationären Phase konnte durch einen Säulenofen eine konstante Temperatur 
geschaffen werden. Dies war durch Schwankungen der Temperatur im Labor und die 
Auswirkungen auf die Trennung und die Reproduzierbarkeit ein bedeutender Parameter. 
Ein weiterer Einflussfaktor war der pH-Wert des Fließmittels sowie des Analyten. Auch 
hier wurde durch den Einsatz von Natriumdihydrogenphosphat mit einem pH-Wert von 
2,6, welches mit 85%iger Phosphorsäure eingestellt wurde, Abhilfe geschaffen. So 
konnte ein Puffersystem erzeugt werden, das es ermöglichte, die Analysen über die ge-
samte Messdauer mit symmetrischen Peakformen zu bestimmen (Kapitel 4.2). Die Vali-
dierung erfolgte mit fünfmaliger Wiederholung der Messungen der Arzneistoffe Progua-
nil und Cycloguanil mit dem internen Standard Pyrimethamin an fünf unterschiedlichen 
Tagen. Dadurch konnte die Robustheit der Methode dokumentiert werden. Die statisti-
sche Auswertung der Daten der Kalibratoren und Qualitätskontrollen zeigt eine erfolgrei-
che Methodenoptimierung und Methodenvalidierung. 
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4.2 Membranpermeabilität der Antimalariamittel Proguanil und Cycloguanil am PAMPA-Assay 
 
Das im Rahmen dieser der Dissertation untersuchte Antimalariamittel Proguanil und des-
sen Hauptmetaboliten Cycloguanil sind hydrophile Substanzen. Sie sind schwache Basen 
und liegen bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 zu 99,8% protoniert vor. Sie ent-
sprechen den Voraussetzungen, um von den organischen Kationentransportern der 
SLC22-Familie transportiert zu werden. Cycloguanil ist durch die Ausbildung des 1,3,5–
Triazin-2,4-diamin-Ringsystems lipophiler als Proguanil mit seiner 1-(P-Chlorophenyl)-
5-isopropylbiguanid-Struktur (Abbildung 4-1). Die Biguanid-Struktur ähnelt der in Met-
formin, dessen Transport über OCTs bereits erforscht wurde (Dresser et al., 2002; Kimura 
et al., 2005; Shu et al., 2007; Tzvetkov et al., 2009). 
                                                                                                    
                   Abbildung 4-1: Chemische Strukturen und reagierende Gruppen an Proguanil (A) und Cycloguanil (B) 
 
Rot markiert ist in Abbildung 4-1 die Biguanid-Struktur von Proguanil (A) und die Zyk-
lisierung der Biguanid-Struktur an Cycloguanil (B) über CYP2C19, welche als Mono-
xygenase ein Sauerstoffatom zu Beginn einführt (grüne Einkreisung) und anschließend 
-H20 
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das Sauerstoffatom zu Wasser reduziert (-H20). Dadurch kommt es an der Position 1,2 
des Proguanilmoleküls zu einer Elimination der OH-Gruppe sowie des Wasserstoffatoms 
an der sekundären Aminogruppe. Anschließend kommt es zur Zyklisierung. 
Die Aminogruppen von Proguanil (A) und Cycloguanil (B) im Ringsystem mit freien 
sekundären Aminogruppen (blau) in Abbildung 4-1 könnten Wasserstoffbrückenbindun-
gen am OCT1-Transporter ausbilden (Szatylowicz (2008). Auch wurde durch (Moaddel 
et al., 2005) beschrieben, dass ein Elektronendonorpaar für die Bindung an OCT1 wichtig 
sein kann. Aufgrund der höheren hydrophilen Struktur von Proguanil erweist es sich als 
ein besseres Substrat des OCT1-Transporters als Cycloguanil. Dieser Unterschied lässt 
sich von der Biguanid-Struktur des Proguanils im Vergleich zu Cycloguanil und dessen 
Ringstruktur ableiten und erklärt die niedrigere Lipophilie. Der Versuch am PAMPA 
zeigte, dass Transporter nötig sind, um Proguanil und Cycloguanil in die Zellen hinein 
und aus ihnen hinaus zu transportieren, für Progaunil mehr als für Cycloguanil. Je höher 
der log D7, 4-Wert einer Substanz ist, desto stärker dringt die Substanz mittels passiver 
Diffusion durch die Membran hindurch. Im Fall von Proguanil beträgt sie -0,62, für Cyc-
loguanil -0,06. Daher ist für Cycloguanil eine stärkere passive Diffusion als für Proguanil 
zu erkennen. Im Vergleich dazu gibt es Arzneistoffe wie Venlafaxin (log D7,4 = 1,8, PE-
Wert von 6,2 x 10-6 cm/s), die praktisch ohne Transporter in die Leberzelle diffundieren, 
wohingegen O-Desmethylvenlafaxin (log D7,4 = 1,2, PE-Wert von 0,9 x 10-6cm/s) einen 
Transporter benötigt (Abu Abed, 2013). Proguanil, mit einem PE-Wert von 1,77 x 10-6 
cm/s zeigt ebenso einen erhöhten Bedarf eines Carrier-vermittelten Transports als sein 
aktiver Metabolit Cycloguanil mit einem PE-Wert von 2,41 x 10-6 cm/s. 
 
4.3 Antimalariamittel Proguanil und dessen aktiver Metabo-lit Cycloguanil als Substrate für OCT 
 
Im Rahmen der in der vorliegenden Dissertation zugrundeliegenden Untersuchungen 
wurden Proguanil und dessen Hauptmetabolit Cycloguanil als Substrate der organischen 
Kationentransporter der SLC22-Familie identifiziert. Proguanil wird jedoch deutlich stär-
ker transportiert als Cycloguanil. Es konnte festgestellt werden, dass Proguanil mit einer 
Konzentration von 2 µM sowie Cycloguanil mit einer Konzentration von 30 µM in In-
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vitro-Versuchen an mit OCT überexprimierenden HEK293-Zellen durch OCT1, OCT2 
sowie OCT3, jedoch nicht über die L-Carnitin-Transporter OCTN1 und OCTN2 trans-
portiert werden können. Die Versuche mit einer Konzentration als auch die konzentrati-
onsabhängigen Versuche, die der Michaelis-Menten-Kinetik folgen, bestätigen, das 
OCT1, OCT2 und OCT3 den Influxtransport von Proguanil und Cycloguanil beschleuni-
gen können.  
 
4.4 Bedeutung von OCT1-Proteinvarianten für die Auf-nahme von Proguanil und Cycloguanil in-vitro  
 
Proguanil und Cycloguanil erzielen ihre Wirkung sowohl in der Leber als auch im Blut. 
Die Konzentration von Proguanil und Cycloguanil im Plasma und in den Erythrozyten 
variiert. Proguanil reichert sich in den Erythrozyten im Gegensatz zum Plasma stärker an. 
Bei Cycloguanil hingegen beobachtet man eine ähnliche Verteilung in den Erythrozyten 
wie im Plasma. Die Anwendung von 2 µM Cycloguanil an OCT1 zeigte einen sehr ge-
ringen Transport im Vergleich zu Proguanil, woraus man schließen kann, dass deutliche 
höhere Konzentrationen an Cycloguanil nötig sind, um als Substrat der organischen Ka-
tionentransporter zu fungieren. 
Über 60% der Arzneistoffe werden über Phase-I und Phase-II-Reaktion von der Leber  
metabolisiert. Da inzwischen einige Arzneistoffe wie Metformin (Tzvetkov et al., 2009), 
Morphin (Tzvetkov et al., 2013), Tramadol (Tzvetkov et al., 2011) und Tropisetron 
(Tzvetkov et al., 2012) bekannt sind, deren Influxtransport in die Leberzelle in einer auch 
in der Pharmakokinetik am Menschen nachweisbaren Weise vom OCT1-Transporter ab-
hängt, um in die hepatische Zelle zu gelangen, ist zu befürchten, dass Proguanil und Cyc-
loguanil als Inhibitoren der OCTs wirken könnten und die Aufnahme anderer Arz-
neistoffe, wie Tramadol, behindern. Dies kann zu einer verschlechterten Aufnahme, Ver-
teilung und Elimination und einer vermehrten Anreicherung der nicht transportierten Sub-
stanzen im Gewebe führen. Daraus kann eine Steigerung der Häufigkeit an Nebenwir-
kungen des inhibierten Arzneistoffs herbeigeführt werden und Auswirkungen auf die Do-
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sierung haben. Der Medikationsplan des Patienten müsste diesbezüglich überarbeitet wer-
den. Allerdings müssten weitere In-vitro- und In-vivo-Analysen durchgeführt werden, 
bevor man Empfehlungen diesbezüglich geben kann. 
Genetische Polymorphismen in den Arzneimitteltransportern wurden zunehmend als 
mögliche Quellen der Variation in der Arzneimitteldisposition und Wirkung beschrieben 
und erkannt (Giacomini et al., 2007). In früheren Studien wurde gezeigt, dass funktionelle 
Aminosäure-Substitutionen in der OCT1-Gensequenz zu einer Verringerung der OCT1-
Aktivität führen können. Daraus ergeben sich bsp.-weise eine reduzierte hepatische Auf-
nahme von Metformin (Shu et al., 2007) und dadurch eine verminderten Wirksamkeit von 
Metformin (Tzvetkov et al., 2009). Es kann festgestellt werden, dass genetische Varianten 
einen Einfluss auf die Aufnahme von Proguanil und Cycloguanil haben (siehe Kapitel 
3.2.4 und 3.3.4). Die zelluläre Aufnahme wurde durch ausgewählte Polymorphismen re-
duziert. Etwa 10% der kaukasischen Bevölkerung haben eine erniedrigte Metabolisie-
rungsgeschwindigkeit (poor metabolizer) (Nichols, Focht et al. 2011) für Substrate eines 
spezifischen Cytochrom-450-Enzyms, das CYP2D6. Genauso häufig tritt der Polymor-
phismus an OCT1 auf. Etwa 9% der kaukasischen Bevölkerung zeigen eine reduzierte 
Aktivität von OCT1 (Brockmoller and Tzvetkov, 2013). 
Daraus ist abzuleiten, dass Patienten, die einen durch den Polymorphismus im OCT1-
Gen bedingt erniedrigten Transport von Proguanil und Cycloguanil mit einer zusätzlich 
verminderten Metaboliserungsgeschwindigkeit aufgrund eines weiteren Polymorphismus 
des Enzyms CYP2C19 aufweisen, eine erschwerte Aufnahme und Verteilung des Arz-
neistoffs im Organismus zeigen könnten. Daher könnten die Polymorphismen am OCT-
Gen einen Einfluss auf die Pharmakokinetik von Proguanil und Cycloguanil haben. In-
vitro-Versuche bestätigten diese Annahme anhand der Effekte der SNPs, die bei 9 % der 
Kaukasier vorkommen. In-vivo-Daten könnten eventuell Aufschluss über die Wichtigkeit 
des OCT1-Transporters sowie der Proteinvarianten für die Aufnahme von Proguanil und 
dessen Metaboliten geben. Im menschlichen Organismus, vor allem in der Leber, spielen, 
wie in Abbildung 1-3 dargestellt, viele Transporter eine Rolle für die Aufnahme von 
organischen Kationen. Letztlich könnte Proguanil auch über einen weiteren Transporter 
in die Leberzelle gelangen, ohne OCT1 oder OCT3 zu nutzen. 
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4.5 Inhibition der Aufnahme von Proguanil und Cycloguanil durch weitere Pharmaka an HEK 293-Zellen 
 
Die vorliegende Dissertation kann darstellen, dass OCT1, OCT2 sowie OCT3 Proguanil 
und Cycloguanil transportieren können. Die gleichzeitige Gabe des Substrats organischer 
Kationentransporter MPP+  zeigte, dass eine Inhibition des Transports möglich ist (siehe 
Kapitel 3.2.2 und 3.3.2). Zudem kann aus den Inkubationen mit weiteren Medikamenten, 
die möglicherweise in Komedikation mit Proguanil Patienten verabreicht werden, vermu-
tet werden, dass bei gleichzeitiger Gabe weiterer Arzneistoffe die Aufnahme von Progu-
anil gehemmt werden könnte. Viele Medikamente hatten jedoch in relevanten Konzent-
rationen keinen Einfluss (Kapitel 3.2.5 und 3.3.5). 
Die reduzierte Aufnahme von Proguanil vom Ausgangswert [100%] durch die Gabe (2 x 
Cmax) der Arzneistoffe Mefloquin auf 68,1%, Doxycyclin auf 74,1%, Omeprazol auf 
72,1% und Metoprolol auf 76,6% zeigen, dass die Interaktion mit weiteren Arzneistoffen 
durchaus bei der Verabreichung von Proguanil eine entscheidende Rolle spielen kann. 
Der Protonenpumpenhemmer Omeprazol, der ebenso wie Proguanil über CYP2C19 ver-
stoffwechselt wird, kann bei gleichzeitiger Gabe zum einen dazu führen, dass die Progu-
anilaufnahme reduziert wird (s.o.), zum anderen dazu, dass die Verstoffwechselung von 
Proguanil zu Cycloguanil verlangsamt wird. Dies wiederum kann zu einem reduzierten 
pharmakologischen Effekt und einer verminderten Wirksamkeit gegen die Malaria füh-
ren. Des Weiteren hat der Protonenpumpenhemmer Rabeprazol bei der zweifachen Gabe 
des Cmax keine Reduzierung des Proguaniltransports gezeigt. Jedoch auch Rabeprazol 
wird über CYP2C19 verstoffwechselt. Auch hier kann es zu einer Verzögerung der Me-
tabolisierung von Proguanil zu Cycloguanil kommen 
Der verringerte Transport von Proguanil kann einen erheblichen Einfluss auf die Anrei-
cherung im Gewebe und die damit verminderte Metabolisierung von Proguanil zu Cyc-
loguanil haben. Die Interaktion mit weiteren Arzneistoffen kann ebenso dazu führen, dass 
die Aufnahme der Arzneistoffe, die über denselben Transporter transportiert werden, ge-
hemmt wird. Dies kann beispielsweise im Fall von Metformin dazu führen, dass der Arz-
neistoff zu einem geringen Anteil transportiert und dementsprechend seine Wirkung nicht 
entfalten kann. Das kann bei einem adipösen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und 
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einem BMI > 25 kg/m2  schwerwiegende Folgen haben. Die Reduzierung der hepatischen 
Glukoseproduktion wird dadurch gefährdet.  
Bei gleichzeitiger Gabe der Protonenpumpenhemmer Omeprazol und Rabeprazol zeigen  
In-Vitro-Versuche die konzentrationsabhängige Stimulation der Aufnahme von Cyclogu-
anil. Dieses ist gegensätzlich zu Proguanil. Da Cycloguanil der aktive Metabolit des Arz-
neistoffs Proguanil ist, könnten erhöhte Konzentrationen der Protonenpumpenhemmer 
dazu führen, dass Cycloguanil stärker über die OCTs transportiert wird. Dies wiederum 
könnte zu einer schnelleren Wirkung führen. 
Die Vorstellung, dass die Gabe von Arzneistoffen zu Proguanil dessen Transport hemmt, 
sollte auch in die entgegensetzte Richtung untersucht werden. Die Möglichkeit, dass die 
Arzneistoffe, die hier zum Einsatz kamen, ebenfalls in ihrem Transport gehemmt werden 
könnten, wäre für Patienten, die einer Polymedikation unterliegen von großer Bedeutung. 
 
4.6 Bedeutung des erythrozytären Transports von Proguanil 
 
Bekannt ist, dass Retikulozyten, die im Gegensatz zu Erythrozyten einen Zellkern besit-
zen, verschiedenste Transportsysteme auf ihrer Zellmembran exprimieren. Durch die Rei-
fung zum Erythrozyten und den damit verbundenen Verlust des Zellkerns sowie der Frei-
setzung in das Blut aus dem roten Knochenmark wird die Proteinexpression eingestellt. 
Es besteht jedoch die Möglichkeit, dass sich im Blut weiterhin Retikulozyten befinden, 
die in unserem Fall das Proguanil aufgenommen haben. Der Anteil an Retikulozyten am 
Gesamtblut liegt etwa bei 1,5%. Es ist bekannt, dass Proguanil, ein Prodrug, das in der 
Leber über das Enzym CYP 2C19 zu Cycloguanil metabolisiert wird, ebenfalls, wie auch 
Cycloguanil, sich in den Erythrozyten nach einem Befall mit dem Parasiten Plasmodium 
falciparum anreichert. Bisher war die Aufnahme der beiden Arzneistoffe in die Erythro-
zyten nicht geklärt. Man geht davon aus, dass Parasiten in den befallenen Erythrozyten 
kleine Poren in der Zellmembran der Erythrozyten erzeugen, die dazu führen, dass ent-
standene Abfälle, die in der Zelle durch den Parasiten gebildet werden, darüber ausge-
schieden werden. Weiterhin geht man davon aus, dass die Arzneistoffe, die sich bei einer 
Malariainfektion an der Zellmembran anreichern, auch über diesen Weg in das Zellinnere 
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gelangen. Dieser Weg wird „new permeability pathway“ genannt (Ginsburg and Stein, 
2004). In der vorliegenden Dissertation konnte experimentell nachgewiesen werden, dass 
Proguanil die Zellmembran nicht infizierter Erythrozyten passieren kann. Der PAMPA-
Assay zeigt (Kapitel 4.3), dass Proguanil ein Transportsystem benötigt, um in hoher Ge-
schwindigkeit Membranen zu überwinden.  
Anders als die In-vitro-Analysen an HEK293-Zellen konnten die In-vitro-Versuche an 
Erythrozyten nicht zeigen, dass die erythrozytäre Aufnahme von Proguanil bei einer Kon-
zentration von 200 µM  mittels MPP+ gehemmt werden kann, bei niedrigen Konzentrati-
onen [2 µM und 20 µM] hingegen schon (Kapitel 3.4). Jedoch konnte an Erythrozyten 
gezeigt werden, dass L-Carnitin, ein typisches Substrat der OCTN1- und OCTN2-Trans-
porter eine Reduzierung der erythrozytären Aufnahme von Proguanil auf ca. 60% des 
regulären Transports ohne Zugabe von L-Carintin herbeiführt. Auch konnte gezeigt wer-
den, dass weitere Arzneistoffe auf die erythrozytäre Aufnahme von Proguanil nur beding-
ten Einfluss haben (siehe Kapitel 3.4.3). Zusammenfassend konnte in-vitro die zelluläre 
Aufnahme von Proguanil und Cycloguanil als Substrate der OCT1, OCT2 und OCT3 an 
transfizierten HEK293-Zellen identifiziert werden. An OCTN1- und OCTN2- transfizier-
ten HEK293-Zellen konnte kein Transport nachgewiesen werden. 
 
4.7  Bestimmung von Amisulprid, Sultoprid und Tiaprid mit-tels HPLC 
 
Amisulprid, Sultopirid sowie Tiaprid konnten detektiert werden. Beispiele der Chroma-
togramme der vier Arzneistoffe sind unter 3.5.6 aufgeführt. Die Parameter der Validie-
rung zu Amisulprid beinhalten die Präzision, Richtigkeit sowie Linearität der Kalibrato-
ren und Qualitätskontrollen. Die Berechnungen wurden unter Anwendung der unter 2.2.3 
erläuterten Gleichungen durchgeführt. Die Chromatogramme zur Bestimmung von 
Amisulprid, Sultopirid sowie Tiaprid und dem internen Standard Metoclopramid konnten 
mit guter Auflösung sowie frei von Störpeaks dargestellt werden. Durch die Bestimmung 
des Variationskoeffizienten der Kalibratoren, der ab 1 ng/ml unter 15% lag, konnte eine 
gute Sensitivität sichergestellt werden. Durch die Verwendung der Methode konnte der 
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Transport von Amisulprid an die mit OCT1 bis OCT3 sowie OCTN1 und OCTN2 trans-
fizierten HEK293-Zellen bestimmt sowie deren Konzentration anschließend ausgewertet 
werden (Dos Santos Pereira et al., 2014). Bereits publizierte Methoden zu quantitativen 
Bestimmung von Amisulprid und weiterer Neuroleptika (Bergemann et al., 2004; Chiba 
et al., 2003; Mogili et al., 2011; Nishihara et al., 1983) waren für uns nicht anwendbar. 
Die Trennung der Substanzen erfolgte anlehnend an die Publikation von (Cerqueira et al., 
2000) wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben. Das Fließmittel beinhaltete Triethylamin und Ka-
liumhydrogenhosphatpuffer (0,03M). Der Grund liegt hier in der symmetrischen Darstel-
lung der Peaks bei einem pH-Wert von 6,5. Der Dissoziationszustand von alkalischen 
sowie sauren Komponenten und den freien Silanolgruppen, die nicht mit langkettigen 
Kohlenstoffresten modifiziert an der Oberfläche der stationären Phase vorliegen, werden 
durch den pH-Wert beeinflusst. Über den pH-Wert können die Wechselwirkungen zwi-
schen Analyt und der stationären Phase beeinflusst und somit die Peakform und die Re-
tentionszeit gesteuert werden. Unmodifizierte Silanolgruppen treten in Wechselwirkung 
mit basischen Komponenten, wenn sie negativ geladen sind. Dadurch kommt es zu einer 
Verlangsamung der Kinetik der Desorption des basischen Analyten von der stationären 
Phase. Dies wiederum führt in der Regel zum Tailing. Daher muss ein leicht saurer Eluen-
ten hinzugegeben (Kaliumhydrogenphosphatpuffer) werden, damit sich das Gleichge-
wicht nach dem Massenwirkungsgesetz nach links verschiebt. Dadurch lagen die Sila-
nolgruppen undissoziiert vor und gingen keine Wechselwirkungen mit unserem Analyten 
ein. Zur Trennung von stärkeren Basen muss im Neutralen oder gar im Alkalischen gear-
beitet werden. Hier lagen die Basen neutral vor und traten mit der apolaren Umkehrpha-
sen-Oberfläche in Wechselwirkung. Durch die Zugabe von einer Base wie Triethylamin 
zum Fließmittel wurden die Silanolgruppen blockiert. Das basische Lösungsmittel trat 
mit ihnen in Wechselwirkung und lies unseren Analyten mit den Alkylketten der modifi-
zierten Silanolgruppen reagieren. Daher war die Zugabe von Triethylamin zum Kalium-
hydrogenphosphat wichtig. Des Weiteren kann Triethylamin frei werdende Säuren inner-
halb einer Reaktion binden. Die Flussrate betrug 1 ml/min. Die Zusammensetzung des 
Laufpuffers für Sultoprid und Tiaprid lag bei 10% Acetonitril und 90 % 0,03M Kalium-
dihydrogenphosphat mit einem pH-Wert von 6,5. 
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Alle Messungen wurden bei 40 ⁰C durch den Einsatz eines Säulenofens begünstigt, wie 
oben bei Debrisoquin bereits beschrieben. Die Retentionszeiten lagen mit einer Abwei-
chung von +/- 5% für Amisulprid und Metoclopramid etwa bei 9,3 Minuten und 12,3 
Minuten, für Sultoprid bei ca. 12 Minuten und Tiaprid bei ca.5 Minuten, bei Metoclopra-
mid bei der zweiten Methode bei 19 Minuten. Die Berechnung und Auswertung erfolgten 




In der vorliegenden Arbeit wurden in Anlehnung an bereits publizierte Methoden Metho-
den zur Detektion von Arzneistoffen wie Proguanil, Cycloguanil, Amisulprid, und De-
brisoquin modifiziert, optimiert und validiert. Der Influxtransport von den von uns ge-
nutzten Arzneistoffen konnte gezeigt und die transportierten Konzentrationen bestimmt 
und analysiert werden. Hinzu konnte gezeigt werden, dass Proguanil, ein Prodrug, wel-
ches in der Leber durch das Enzym CYP2C19 zu dem aktiven Metaboliten Cycloguanil 
verstoffwechselt wird, Transporter aus der Familie der SLC22-Familie nutzen könnte, um 
in die Leberzelle gelangen zu können.  
 
Weiterhin wurde die Aufnahme durch die Gabe von Inhibitoren, die den Transport der 
OCT1, OCT2 und OCT3 sowie OCTN1 und OCTN2 hemmen, untersucht. Die Ergeb-
nisse lassen die Vermutung zu, dass aufgrund der reduzierten Aufnahme von Progaunil 
durch Zugabe von MPP+ OCT1 als Transporter für die Exkretion von Proguanil in die 
Hepatozyten verantwortlich ist. Ebenso wie OCT1 kann OCT3 Proguanil in die hepati-
sche Zelle transportieren. Die Interaktion mit weiteren Arzneistoffen zeigt auf, dass der 
Transport der Arzneistoffe bei Vorliegen unterschiedlichster Konzentrationen weiterer 
Pharmaka gehemmt oder erhöht sein kann. Das wiederum kann bei Vorhandensein einer 
Polymedikation zu einer Einschränkung der Absorption, der Verteilung und der Elimina-
tion  führen. Dies führt unweigerlich zu einem erhöhten Risiko der Nebenwirkungen, die 
zwangsläufig zu einer verminderten Patienten-Compliance führen.  
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Fortführend sollte der Effluxtransport der beiden Arzneistoffe analysiert werden. Zu be-
achten ist, dass eine bevorzugte Kationenaufnahme durch die organischen Kationentrans-
porter bei einem physiologischen Membranpotenzial von -60 mV zu sein scheint. Da 
beide Arzneistoffe bei physiologischen pH-Wert von 7,4 protoniert vorliegen, ist dies 
möglich. Der Effluxtransport kann erfolgen, wenn die intrazelluläre Konzentration zehn-
fach höher ist als die Konzentration außerhalb der Zelle (Koepsell, Lips et al.2007). Das 
kann durch Versuche einer zeitabhängigen Aufnahme von Proguanil und Cycloguanil un-
tersucht werden. Sollte sich herausstellen, dass Proguanil mit einer Konzentration von 2 
µM und Cycloguanil mit 30 µM nach einer bestimmten Zeit vermindert in den Zellen zu 
bestimmen sind, würde dies aufzeigen, dass die OCTs auch als Effluxtransporter für beide 
Arzneistoffe fungieren können. Somit könnte schließlich vermutet werden, dass ein gro-
ßer Teil von Proguanil, der nicht verstoffwechselt wird, durch die OCTs aus der hepati-
schen Zelle befördert wird. 
Bekannt ist, dass Proguanil zu 60% unverändert renal ausgeschieden wird (Estler, 2006). 
Interessanterweise zeigt OCT2 ebenfalls einen Transport von Proguanil und Cycloguanil. 
Da OCT2 vermehrt in der Niere und nicht in der Leber exprimiert wird (Koepsell et al., 
2007), liegt der Verdacht nahe, dass Progaunil und Cycloguanil über den OCT2-Trans-
porter aus der Niere ausgeschieden werden. Die Dosisanpassung bei Gabe von Proguanil 
als Prophylaxetherapie bei Patienten mit einer Niereninsuffizienz wird diskutiert. Darüber 
hinaus sollten Festdosiskombinationen nicht mit einer Kreatinin-Clearance unter 60 
ml/min bei Patienten angewandt werden, da die Tabletten für eine patientengerechte Do-
sisanpassung ungeeignet scheinen (Amet et al., 2013). Daher sollten ebenfalls Versuche 
der zeitabhängigen Aufnahme von Proguanil am OCT2-Transporter mit unter Einbezie-
hung der relevanten Polymorphismen durchgeführt werden.  
Der OCT3-Transporter, der ebenfalls wie OCT1 in der Leber exprimiert wird, zeigt 
ebenso wie OCT1 und OCT2 einen Transport beider Arzneistoffe. OCT3 wird im Ver-
hältnis zu OCT1 geringer in der Leber exprimiert. Möglich wäre, dass sich OCT1 und 
OCT3 den Influxtransport in die hepatische Zelle im Fall von Proguanil teilen. Eine grö-
ßere Bedeutung kommt dem OCT3-Transporter bei Patienten zu, die Polymorphismen 
des OCT1-Transporters aufweisen. Hier könnte der OCT3-Transporter die verminderte 
Aufnahme von Proguanil über OCT1 kompensieren. Dieser Versuch kann mithilfe von 
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transfizierten HEK293-Zellen erfolgen, die sowohl OCT3 als auch Polymorphismen des 
OCT1 besitzen. Zusätzlich könnte durch die spezifische Inhibition des Transports mittels 
MPP+ für OCT1 und TBA für OCT3 gezeigt werden, ob und wieviel Proguanil über 
OCT3 bei gleichzeitigem Vorhandensein der Polymorphismen von OCT1 transportiert 
wird. 
 
Bisher war nicht bekannt, wie Proguanil in die Erythrozyten gelangen kann, da Erythro-
zyten keinen Zellkern haben, um Transporterproteine exprimieren zu können. Vermutet 
wurde, dass die Vorstufe der Erythrozyten, die Retikulozyten, Transporterproteine bereits 
ausgebildet haben. Jedoch war bisher nicht erforscht, welche Transporter für den In-
fluxtransport von Proguanil und Cycloguanil verantwortlich sind. 
L-Carnitin, das eine Hemmung der OCTN1- und OCTN2-Transporter bewirkt, konnte in 
den In-vitro-Analysen der Erythrozyten einen Hinweis auf die Anwesenheit der OCTN1- 
und OCTN2-Transporter andeuten. Dies würde bedeuten, dass sich OCTN1 und OCTN2 
auf der Erythrozytenmembran befinden. Der Versuch der erythrozytären Aufnahme 
zeigte eine Hemmung von ca. 60% zum Ausgangswert ohne Inhibition. Jedoch konnte 
der Transport von Proguanil an mit OCTN1 und OCTN2 transfizierten HEK293-Zellen 
diese Hypothese nicht stützen. 
Daher könnte als nächster Schritt die Anwesenheit der Transportproteine der einzelnen 
OCTs durch Reaktion mit primären und sekundären Antikörpern über Western Blot un-
tersucht werden. Es sind bereits Antikörper für OCT1, OCT2, OCT3 sowie für OCTN1 
und OCTN2 bekannt. 
Die Erkenntnis über die Aufnahme von Arzneistoffen, den Transport innerhalb und die 
Elimination in und aus dem menschlichen und tierischen Organismus  stellt die Grundlage 
aller weiteren Schritte der Erforschung bereits bekannter und neuer innovativer Arznei-
mittel dar. Darüber hinaus werden so die Komplexität der Natur und unser Bestreben 
deutlich, neues Wissen zu schaffen. Die erythrozytäre Aufnahme von Proguanil und des-
sen Transport über die OCTs kann als Grundlage für weitere Untersuchungen zur Identi-
fizierung der Pharmakokinetik des Arzneistoffs und dessen aktiven Metaboliten dienen. 
Des Weiteren kann die Suche nach OCTs auf der Oberfläche der Erythrozytenmembran 
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